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Resumo 
 
 
Neste trabalho extraíram-se ácido húmicos de seis amostras de solos florestais 
com características distintas. Os ácidos húmicos foram caracterizados por 
análise elementar, espectroscopia de UV-Vis, espectrometria de FT-IR, 
espectrometria de fluorescência molecular e espectrometria de RMN de 13C. 
O estudo dos ácidos húmicos foi efectuado numa tentativa de se encontrarem 
características que se relacionassem com a taxa de mineralização do azoto 
nos solos. 
Verificou-se que a taxa de mineralização do azoto nos solos é superior 
naqueles que possuem maior teor de ácidos húmicos. Foi também possível 
averiguar que provavelmente os grupos funcionais dos ácidos húmicos que 
mais contribuem para a mineralização do azoto são estruturas aromáticas às 
quais o azoto se encontra acoplado. 
Estruturas mais humificadas são menos susceptíveis de sofrer degradação, no 
entanto não se verificou qualquer tipo de relação entre o grau de humificação 
da matéria e a taxa de mineralização do azoto no solo. 
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Soils, humic acids, mineralisation of nitrogen, FT-IR, molecular fluorescence 
spectroscopy, 13C NMR, humification index 
 
abstract 
 
In this work humic acids were extracted from six samples of forests soils. 
The humic acids were characterized by elemental analysis, Ultraviolet-Visible 
spectroscopy, FT-IR spectroscopy, molecular fluorescence spectroscopy and 
solid state 13C-NMR. 
The aim of study of humic acids was to found characteristics that could be 
related with the rate of mineralisation of nitrogen in forests soils. 
The results showed that the rate of mineralisation of nitrogen in soils is bigger 
on that ones that have a superior content of humic acids. It was also possible to 
found that the functional groups that are more relevant to the mineralisation 
process are aromatic structures were nitrogen is. 
Older humic compounds are less susceptible to degradation. However it was 
not found any correlation between humification index of organic matter with the 
rate of mineralisation of nitrogen in forests soils. 
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1 INTRODUÇÃO 
O azoto é um nutriente essencial ao desenvolvimento das espécies vegetais. A sua 
disponibilidade sob a forma mineral no solo é regulada essencialmente pelas taxas de 
decomposição e mineralização da fracção orgânica do solo, a qual é representada, num 
ecossistema florestal, pela matéria orgânica do solo, pela biomassa microbiana e pelos 
resíduos vegetais existentes na superfície do solo (litter). As taxas de decomposição e 
mineralização, por sua vez, dependem fundamentalmente da disponibilidade de água e da 
temperatura do solo, sendo também afectadas pelas características biológicas, químicas e 
físicas do solo em causa. 
 A disponibilidade de azoto em solos florestais pode ser avaliada através de um 
modelo empírico (SNAP – Soil Nitrogen Availability Predictor) (Paul et al., 2002) após a 
sua calibração para as condições em que será utilizado. É um modelo de predição da 
disponibilidade de azoto no solo (Nmin) com base na taxa óptima de mineralização de N (k) 
para cada solo ou grupo de solo, obtida em laboratório e modificada para a realidade de 
campo em função da temperatura do solo (Tm) e do teor de humidade (Wm), estimados a 
partir de variáveis meteorológicas e características dos povoamentos. Deste modo, 
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mm WTkN ××=min . A fim de calibrar o referido modelo são considerados dois sub-
modelos: um relacionado com o efeito da temperatura (STUF – Soil Temperature Under 
Forests) e o outro com o teor de água (SWUF – Soil Water Under Forests). 
 O SNAP foi originalmente estudado para solos australianos. Considerando uma 
adaptação para as condições edafo-climáticas de Portugal, uma variante deste modelo foi 
avaliada para estudar a “Dinâmica de azoto e disponibilidade de nutrientes em solos sob 
povoamentos de eucalipto” (estudo realizado pelo RAIZ – Instituto de Investigação da 
Floresta e Papel). Das determinações laboratoriais efectuadas verificaram que as taxas de 
mineralização variaram bastante entre os diferentes locais estudados, reflectindo 
provavelmente diferenças nas características químicas, físicas e biológicas dos solos. 
Verificaram também que existe uma correlação que consideram significativa entre a taxa 
de mineralização do N e o teor de matéria orgânica no solo (r=0,714). A taxa específica de 
N, calculada como o quociente entre a taxa de mineralização e o teor de matéria orgânica, 
foi variável entre locais (sobretudo para valores de matéria orgânica até 8%), sugerindo 
que a qualidade da matéria orgânica do solo poderá ter afectado a taxa de mineralização. 
(Fabres et al., 2006) Assim, resolveu-se caracterizar uma fracção específica da matéria 
orgânica do solo numa tentativa de encontrar respostas que justifiquem os resultados 
obtidos. 
 Deste modo, os objectivos gerais deste trabalho englobam: 
 - A extracção dos ácidos húmicos das matrizes de solos florestais; 
 - A caracterização estrutural dos ácidos húmicos; 
 - O estudo da relação entre as características dos ácidos húmicos e a taxa de 
mineralização do azoto. 
As substâncias húmicas são a matéria orgânica do solo que se mantém inalterável 
por períodos de tempo mais longo, as quais incorporam, entre outros elementos o azoto. O 
estudo de substâncias húmicas passa por um isolamento das mesmas a partir de uma 
amostra (ex: solo, água, sedimentos, etc.) e consequente caracterização. Da extracção das 
substâncias húmicas a partir da matriz obtêm-se duas fracções principais: ácidos húmicos e 
ácidos fúlvicos. Os ácidos húmicos e os ácidos fúlvicos diferem nas 
características/propriedades físico-químicas inerentes a cada uma das fracções. A sua 
complexidade estrutural é elevada e pode apresentar variações devido a diversos factores. 
A fim de se caracterizar este tipo de substâncias pode recorrer-se a diferentes técnicas, cuja 
informação obtida através das mesmas seja complementar. Entre estas técnicas, destacam-
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se as espectroscópicas, nomeadamente, espectroscopia de UV-Vis, espectroscopia de 
Infravermelho, espectroscopia de Fluorescência e a espectroscopia de Ressonância 
Magnética Nuclear. 
 
1.1 AZOTO NO SOLO 
A quantidade de azoto nos solos está estritamente dependente do teor de matéria orgânica, 
uma vez que a fracção orgânica dos solos contém vulgarmente mais de 95 % do azoto 
(Varennes, 2003). 
 O azoto presente no solo não tem origem na deterioração mineralógica mas sim na 
atmosfera, sob a forma de N2. Este é incorporado no solo através da fixação por 
microrganismos e regressa sob a forma de amónia ou nitrato através da água da chuva. 
(Figura 1.1) 
 
 
Figura 1.1: Ciclo do Azoto (adaptado de Baley et al., 2002) 
 
O azoto no solo encontra-se principalmente na forma orgânica, nos ácidos húmicos 
e fúlvicos, nos resíduos vegetais e na biomassa, entre outros. O azoto inorgânico é 
fornecido ao solo através de três fontes principais: pela decomposição da matéria orgânica 
do solo, azoto atmosférico (N2) e fertilizantes minerais azotados. As várias espécies 
NO, 
NO2   N2 
 NO2- 
N2O  -NH2 
 NH3 
 NO3- 
Amónia e N-orgânico 
de fertelizantes 
Acção 
microbiana 
Aminoácidos de plantas 
Fixação de azoto 
(passos de 
desnitrificação) 
(passos de nitrificação) 
Bactérias 
Processos 
atmosféricos 
Oxidação a temperatura elevada 
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inorgânicas de N [ião amónio (NH4+), ião nitrato (NO3-), ião nitrito (NO2-), óxido nitroso 
(N2O), monóxido de azoto (NO) e azoto molecular (N2)] e os compostos orgânicos podem 
existir simultaneamente. As diversas formas de N sofrem transformações, reversíveis e 
irreversíveis, como consequência de processos físico-químicos e microbiológicos (Figura 
1.1). 
A biomassa microbiana representa apenas 4 a 6 % do azoto total do solo, mas 
contribui para cerca de 30% do azoto mineralizado. Pelo contrário, as fracções mais 
estáveis, nomeadamente ácidos húmicos e huminas, pouco contribuem para a 
disponibilização de nutrientes em formas minerais - tipicamente, apenas 1-3 % do azoto 
presente na matéria orgânica endógena do solo é libertado anualmente na forma mineral 
(Varennes, 2003).  
A mineralização do N corresponde à decomposição biológica da matéria orgânica 
nos solos e à sua conversão em formas inorgânicas [principalmente nas formas amoniacal 
(NH4+) e nítrica (NO3-)]. A matéria orgânica do solo possui N principalmente na forma 
amina (proteína) e, em menor quantidade, compostos heterocíclicos de N (ácidos 
nucleicos). O processo de libertação de grupos amina da matéria orgânica denomina-se 
proteólise (aminização) e a redução do N aminado a NH4+ é designada amonificação. 
O teor de oxigénio, o regime de humedecimento, o pH, a temperatura, a relação 
C/N e os minerais argilosos encontram-se entre os principais factores que controlam a 
mineralização do N no solo. 
A mineralização de N ocorre lentamente em solos considerados muito secos para as 
plantas. Considera-se que a humidade óptima do solo se situa entre 50 e 65 % da 
capacidade de campo, que é o nível óptimo para o desenvolvimento das plantas. Em solos 
re-humedecidos, ocorre um aumento da taxa de mineralização do N relativamente aos 
solos que mantêm o teor de humidade constante. Deste modo, quando a um período de 
seca se segue uma chuvada ou rega, há um aumento brusco do N disponível no solo 
(Carranca, 2000). 
A imobilização do N pode ser definida como a transformação biológica das formas 
inorgânicas de N em formas orgânicas, tornando-se o N menos disponível para a maioria 
das plantas. Os organismos do solo (heterotróficos) assimilam essas formas inorgânicas de 
N transformando-as em formas azotadas orgânicas, constituintes dos seus tecidos celulares 
(biomassa do solo). A indisponibilidade de N para as plantas é meramente temporária, uma 
vez que, quando os microrganismos morrem, dá-se a mineralização que é muito mais 
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rápida do que a do restante N orgânico por se encontrar em compostos azotados mais 
simples. 
 
1.2 MATÉRIA ORGÂNICA NATURAL NO SOLO 
A matéria orgânica do solo (MOS) é constituída por material derivado de organismos vivos 
(planta ou animal) que retoma ao solo e sofre um processo de decomposição. 
 
1.2.1 TRANSFORMAÇÕES DOS RESÍDUOS ORGÂNICOS 
Os resíduos abandonados no solo sofrem alterações (Figura 1.2) devido a variados factores. 
Assim que são incorporados no solo e se a actividade biológica for favorável, são 
rapidamente atacados. As modificações a que estão sujeitos devem-se ainda à acção física 
de factores naturais (precipitação, vento, etc.) e a factores antrópicos (cultura do solo); 
alterações químicas resultantes da acção da água, luz, ar, etc; modificações devidas à 
actividade de enzimas. 
 
 
Figura 1.2: Transformações da matéria orgânica no solo (adaptado de Varennes, 2003). 
 
 Como resultado de todas estas acções, no que se refere à matéria orgânica, podem 
ocorrer dois processos fundamentais com características antagónicas: um processo de 
destruição, levando a uma desorganização da estrutura dos resíduos e a pouco e pouco à 
sua transformação em compostos mais simples – mineralização; e um processo de 
  Animais  Plantas 
Resíduos orgânicos 
 Glúcidos  Proteínas Lenhina  Lípidos, ceras, etc.  Elementos minerais 
Células microbianas Substâncias 
Húmicas 
Facilmente decompostos Lentamente decompostos 
Decomposição 
muito lenta 
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conservação, do qual resultam complexos coloidais relativamente estáveis e resistentes à 
decomposição – humificação (Figura 1.3). 
 
Figura 1.3: Esquema geral da humificação (Costa, 1985). 
 
1.2.2 DEFINIÇÃO E CLASSIFICAÇÃO DAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS 
As substâncias húmicas (SH) possuem natureza coloidal, são ácidas e de cor amarela a 
preto acastanhado. Encontram-se subdivididas em três classes de acordo com a sua 
solubilidade: ácidos fúlvicos (AF), solúveis em ácidos e bases; ácidos húmicos (AH), 
solúveis em bases mas insolúveis em ácidos; humina, insolúvel em bases e ácidos. (Figura 
1.4) 
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Molécula primária das substâncias húmicas 
CO2 
H2O 
NO3- 
Etc. 
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H2O 
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Figura 1.4: Classes e respectivas propriedades das SH (Varennes, 2003). 
 
A fracção humina está fortemente adsorvida a materiais inorgânicos, como minerais 
argilosos, sendo normalmente a forma predominante na maioria dos solos, dada a sua 
resistência ao ataque de microrganismos. Os ácidos fúlvicos são os mais susceptíveis de 
sofrer degradação microbiana, apresentando os ácidos húmicos um carácter intermédio. 
Todas as substâncias húmicas são estáveis no solo, pois mesmo os ácidos fúlvicos 
podem permanecer nos solos por centenas de anos. Possuem vários grupos funcionais, 
como o carboxílico, hidroxilo (fenólico e enólico) e amina. A reactividade destes 
compostos é controlada essencialmente pelos grupos fenólicos e carboxílicos. Uma vez que 
dependem do grau de ionização, as cargas das substâncias húmicas são variáveis e 
dependentes do pH. Por possuírem menos grupos carboxílico (-COOH) mas teor 
semelhante de grupos hidroxilo (-OH), os ácidos húmicos, comparativamente com os 
fúlvicos, apresentam menor acidez e menor capacidade de troca catiónica. 
As substâncias húmicas interagem com as partículas minerais, por adsorção à 
superfície destas, contribuindo assim para a formação e estabilização dos agregados do 
solo. Deste modo a componente mineral fica protegida da desintegração e, por sua vez, a 
fracção orgânica fica menos susceptível de sofrer ataque microbiano (Orlov, 1995). 
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A presença de substâncias húmicas confere uma coloração mais escura ao solo, 
aumentando a capacidade de absorção de radiação e consequente aquecimento das 
camadas superficiais. Este tipo de substâncias contribui ainda para “dar corpo” ao solo, 
aumentando a capacidade de retenção de água e nutrientes na zona em que as raízes são 
mais abundantes. Devido ao seu poder tamponizante evitam que o solo sofra grandes 
oscilações de pH (Costa, 1985). 
 
Os ácidos húmicos são constituídos principalmente por carbono, oxigénio, 
hidrogénio e azoto, podendo incluir uma pequena quantidade de outros elementos (enxofre, 
fósforo, silício, etc.) (Costa, 1985). A sua composição elementar pode variar de acordo 
com as condições sob as quais as SH se formaram. 
Os diferentes elementos encontram-se nas moléculas húmicas formando cadeias 
fechadas homocíclicas (inclusive anéis aromáticos), cadeias fechadas heterocíclicas 
(nomeadamente cadeias contendo azoto), cadeias abertas de carbono e cadeias abertas de 
carbono e azoto. 
Os ácidos húmicos são estruturalmente complexos, mas na sua estrutura 
distinguem-se duas partes fundamentais: uma parte aromática, de natureza quinónica, e 
outra azotada, do tipo dos aminoácidos ou péptidos (Costa, 1985).  
 
1.3 NATUREZA DO AZOTO NAS SUBSTÂNCIAS HÚMICAS 
O azoto é um nutriente essencial ao desenvolvimento das plantas, funcionando as SH como 
armazéns e fornecedoras do mesmo para as plantas e microrganismos. 
 As condições climáticas a que determinado solo está sujeito vão desempenhar um 
efeito determinante no tipo e composição dos compostos azotados nas SH. 
Nos AH e na fracção de humina o teor de azoto varia entre 2 e 6%, enquanto que o 
seu conteúdo nos AF se situa entre <1 a 4% (Orlov, 1995; Schnitzer, 1985; Stevenson, 
1982). 
 No que se refere aos AH o N foi identificado entre 46 a 53% e nos AF 
identificaram-se 45 a 59% de compostos com N (a percentagem varia consoante as 
amostras) (Schnitzer, 1985). Segundo os autores, os compostos identificados foram 
aminoácidos, açúcares aminados e amónia. Os ácidos nucleicos (compostos que também 
contém azoto) contribuem com menos de 1% para o azoto total no solo. A sua distribuição 
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pelas fracções húmicas varia de solo para solo, não se verificando uma tendência para o 
relacionar com uma dada fracção. 
 Apesar de nem todas as estruturas que contêm azoto estarem identificadas existem 
algumas propostas para as mesmas. Entre elas, complexos lenhino-proteicos, complexos 
fenol e quinona-proteicos, fenol e quinona-aminoácido, fenol e quinona-amónia, hidratos 
de carbono – aminoácidos e azoto heterocíclico (Schnitzer, 1985). 
 O complexo lenhino-proteico forma-se pela condensação do grupo C=O da lenhina 
com o grupo NH2 da proteína, dando origem a uma base de Schiff.  
 Tanto os fenóis como as quinonas podem interagir irreversivelmente com proteínas 
por ligações covalentes ou, irreversivelmente, por ligações de hidrogénio, levando à 
formação dos complexos fenol ou quinina-proteína. 
 Sob condições drásticas e pelas frequentes alterações a que o solo está sujeito, 
podem ainda ocorrer reacções de Maillard, originando polímeros azotados pela 
condensação de açúcares redutores com compostos aminados. 
 
 A fim de identificar as formas em que o azoto se encontra nas substâncias húmicas 
pode recorrer-se a diversas técnicas. Para se proceder a essa análise é necessário proceder-
se à sua extracção. Seguidamente encontram-se referidas sugestões para a sua extracção e 
consequente caracterização. 
 
1.4 EXTRACÇÃO DE SUBSTÂNCIAS HÚMICAS DE SOLOS 
Para se efectuarem estudos com substâncias húmicas, estas têm de ser previamente 
isoladas da matriz em que se encontram. Existem várias metodologias que o permitem 
fazer, no entanto, para possíveis comparações entre diversos estudos, o método geralmente 
adoptado é o sugerido pela International Humic Substances Society (IHSS). Durante a 
extracção de SH podem ocorrer modificações da matéria que se pretende analisar. A 
metodologia adoptada pela IHSS engloba diversos passos que visam manter as 
características originais das SH tal como se encontram na matriz de onde serão extraídas. 
Na secção 2.5 encontra-se uma descrição detalhada do procedimentto utilizado neste 
trabalho. 
 Na Tabela 1.4.1 encontram-se alguns dos agentes extractores utilizados para isolar 
SH de solos. O procedimento completo pode ser encontrado nas respectivas referências. 
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Tabela 1.4.1: Agentes extractores utilizados no isolamento de SH a partir de solos 
Agente extractor Referências 
 
NaOH a 0,25M 
 
(Mao et al., 2008) 
NaOH a 0,5M (Stevenson, 1994) citado em (Mao et al., 2002) 
e (Ussiri and Johnson, 2003); (Zaccone et al., 
2007) 
NaOH a 0,1M (IHSS) (Amir et al., 2008; Gieguzynska et al., 2009; 
Sierra et al., 2005a) 
Na4P2O7 a 0,1M (Zaccone et al., 2007) 
NaOH a 0,1M + Na4P2O7 a 0,1M (Adani et al., 2006; Gieguzynska et al., 2009) 
NaOH a 0,5M + Na4P2O7 a 0,1M (Zaccone et al., 2007) 
Na4P2O7 a 0,1M e subsequente NaOH 
a 0,1M 
(Gieguzynska et al., 2009) 
 
1.5 CARACTERIZAÇÃO DOS ÁCIDOS HÚMICOS 
Actualmente utiliza-se um variado número de técnicas com vista a caracterizar 
estruturalmente a MOS ou componentes da mesma. Para caracterizar a composição 
química da matéria orgânica dos solos, fracções húmicas e material orgânico associado a 
partículas, estão disponíveis diversas técnicas analíticas modernas. 
As medições espectroscópicas em diferentes regiões do espectro electromagnético 
têm permitido a obtenção de valiosas informações sobre a natureza das substâncias 
húmicas de solos. 
Algumas delas, permitem analisar misturas macromoleculares heterogéneas de uma 
forma não destrutiva. São exemplos disso a espectroscopia de RMN, espectroscopia de 
infravermelho (IV) e ressonância paramagnética electrónica (electron spin resonance, 
ESR). A maior vantagem de técnicas deste tipo prende-se com o facto de permitirem a 
análise da amostra sem necessitarem de excessivo pré-tratamento ou extracção. A amostra 
pode ser analisada como um todo evitando reacções secundárias. O problema destes 
métodos está relacionado com o facto de serem relativamente pouco sensíveis e revelarem 
baixa resolução. Contudo, estas técnicas podem conduzir à obtenção de bons resultados 
relativamente ao “grosso” da composição química, sendo difícil identificar compostos 
específicos. 
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1.5.1 ANÁLISE ELEMENTAR (AE) 
A determinação dos teores de C, H, N e S pode ser levada a cabo num instrumento que 
faça a sua medição em simultâneo. A amostra é colocada numa cápsula de estanho ou 
prata, onde fica selada. De modo a evitar contaminações, faz-se uma purga inicial do 
analisador, geralmente com He, para remover O2, H2O e CO2. No início da corrida é 
adicionado em excesso O2 ao fluxo de He. Seguidamente, a cápsula onde se encontra a 
amostra é introduzida num forno pré-aquecido, onde a cápsula funde e a amostra é 
rapidamente oxidada. Os produtos passam por um catalisador suficientemente quente de 
modo a completar a combustão do C a CO2 e posteriormente por um catalisador de redução 
a fim de remover o excesso de O2. (Harris, 2005) 
 A mistura de CO2, H2O, N2 e SO2 é separada por cromatografia de gás, ou passa 
por “traps” que adsorvem alguns dos componentes e a sua concentração é determinada por 
detectores de condutividade ou pela absorvância na região do infravermelho (consoante o 
equipamento e os gases a serem detectados). 
 A AE é uma das primeiras análises a realizar quando se pretende caracterizar SH. 
As razões atómicas C/H, C/N e C/O podem ser usadas como indicativas da fonte de MO, 
do grau de condensação, das condições ambientais sob as quais as SH se formam e elucidar 
sobre a sua estrutura (Campitelli and Ceppi, 2008; Sierra et al., 2005a). 
 
1.5.2 MÉTODOS ESPECTROSCÓPICOS 
1.5.2.1 ESPECTROSCOPIA NA REGIÃO DE ULTRAVIOLETA E VISÍVEL 
A absorção nas regiões de ultravioleta (200 a 400 nm) e visível (400 a 800nm) no espectro 
electromagnético resulta de transições electrónicas envolvendo a passagem dos electrões 
nas orbitais σ, π e n para níveis de energia superiores.  
 Os parâmetros mais importantes a determinar por espectroscopia de UV-Vis são o 
comprimento de onda do máximo de absorção (λmáx) e a absortividade (ε) a λmáx. O valor 
da absortividade molar pode ser obtido através da lei de Beer-Lambert. 
A absorção de radiação visível de compostos orgânicos deve-se à presença de 
compostos corados. 
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Grupos responsáveis pela cor 
A parte da molécula orgânica responsável pela cor observável denomina-se por cromóforo. 
Os grupos responsáveis pela coloração escura das substâncias húmicas não estão bem 
estabelecidos, mas suspeita-se da combinação de diversas estruturas. 
Entre os cromóforos mais comuns encontram-se os que se seguem: 
 
O
O
 
O
O
 
O
N
A
 
A N
O
O
 
N A
N
A
 
 
(A – Grupo alifático ou aromático) 
Outras estruturas insaturadas que também são cromóforos incluem: 
 
O
A
A
 
N
A
A
 
A
A
 
S
A
A
 
A N
ON
A
 
 
Uma única ligação dupla não é suficiente para o aparecimento de cor, é necessário 
que estejam várias presentes em simultâneo, para que se observe uma coloração intensa. 
Muitos cientistas são da opinião de que a cor escura das substâncias húmicas é causada 
inicialmente por estruturas tipo quinona (I e II) e cetonas C=O em conjugação: 
 
O
O
A
A OH
O
A
A
 
 
As substâncias húmicas na generalidade apresentam forte absorvância na região de 
UV-Vis (de ~190 a 800 nm), particularmente na região de UV, devido à presença de 
cromóforos aromáticos e/ou outros compostos orgânicos (citação em (Chen et al., 2002)). 
No entanto, os máximos e mínimos de absorção dos ácidos húmicos e fúlvicos não se 
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evidenciam nos espectros nas regiões de ultravioleta e visível, mas observa-se um ombro 
entre 260 e 300 nm (região do ultravioleta). Os espectros de absorção de ácidos húmicos 
variam de acordo com a origem dos mesmos e dependem do grau de humificação. Tsutsuki 
e Kuwatsuka (citados em (Hayes et al., 1989) e em (Stevenson, 1982)) descobriram que a 
determinado comprimento de onda a absorvância diminui com a diminuição do pH, 
atribuindo o sucedido às alterações das propriedades estruturais, tal como o grau de 
dissociação de COOH e grupos OH fenólicos. Também a ionização ou a protonação pode 
causar alterações conformacionais na estrutura molecular, o que resulta num aumento ou 
diminuição da exposição dos cromóforos ao solvente (Brown, 1980, citado em (Hayes et 
al., 1989)). 
 
Razão E4/E6 
A razão entre os valores de absorvância medidos a 465 e 665 nm, referida como razão 
E4/E6, tem vindo a ser utilizada como uma medida do grau de humificação (Campitelli and 
Ceppi, 2008; Chin et al., 1994; Droussi et al., 2009; Hayes et al., 1989; Peuravuori and 
Pihlaja, 1997; Schnitzer and Khan, 1978; Stevenson, 1982; Uyguner and Bekbolet, 2004), 
sendo o progresso da humificação acompanhado por um decréscimo do quociente E4/E6 
(Campitelli and Ceppi, 2008; Peuravuori and Pihlaja, 1997). A razão E4/E6 de ácidos 
húmicos é geralmente <5,0; variando no caso dos ácidos fúlvicos entre 6,0 e 8,5. 
De acordo com Chen et al. (1977), o melhor procedimento para determinar o razão 
E4/E6 consiste em dissolver as SH numa solução de NaHCO3 0,05N, numa concentração de 
200 a 400 ppm, o que confere um pH óptimo para as medidas de absorvância (aos 
comprimentos de onda desejados, 465 e 665 nm). A necessidade da utilização de uma 
solução tampão deve-se à influência que o pH e a concentração de sais podem ter na razão 
E4/E6 (Chen et al., 1977; Hayes et al., 1989). 
 Chen et al. (2002) verificaram que a razão E4/E6 é independente da concentração de 
SH mas é característica de diferentes fracções de matéria orgânica natural ou SH obtidas de 
diferentes fontes. 
 
1.5.2.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO 
Os movimentos rotacionais e vibracionais de grupos moleculares e as ligações químicas 
das moléculas são responsáveis pela absorção na região de IV. Existem duas vibrações 
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fundamentais nas moléculas: elongação, em que os átomos se mantém no mesmo eixo da 
ligação mas a distância entre os átomos aumenta ou diminui, e flexão, quando ocorre uma 
alteração da posição dos átomos relativamente ao eixo. Ao fazer incidir sobre uma amostra 
radiação IV de frequência igual à de alongamento ou de flexão, a energia é absorvida e a 
amplitude de vibração aumenta. Devido à energia de absorção da frequência de 
ressonância, o detector do espectrómetro regista o pico de absorção aquele comprimento de 
onda. 
 As vibrações de flexão, normalmente, necessitam de menos energia, sendo 
detectadas a frequências mais baixas que as vibrações de alongamento. O alongamento de 
uma ligação tripla (2300 a 2000 cm-1) é mais forte do que o de uma ligação dupla (1900 a 
1500 cm-1), que por sua vez, é superior ao de uma ligação simples C-C, C-O e C-N (1300 a 
800 cm-1). As vibrações de alongamento de ligações simples que envolvem um protão (C-
H, O-H e N-H) são detectadas a frequências entre 3700 e 2650 cm-1. A banda 
correspondente à ligação O-H ocorre a frequência mais elevada (3700 a 3200 cm-1) do que 
a da ligação C-H (3050 a 2850 cm-1). 
 Para se obter o espectro de IV da amostra, esta é iluminada com radiação de 
comprimentos de onda sucessivos, de 2,5 a 25 µ (4000 a 400 cm-1) e a quantidade de luz 
transmitida pela amostra é medida e registada pelo espectrómetro, calculando a 
percentagem de luz transmitida a cada comprimento de onda e construindo um gráfico de 
transmitância vs frequência de comprimento de onda. 
 
A espectroscopia de FT-IR (Fourier Transform Infrared) tem vindo a ser utilizada 
na caracterização de SH (Chen et al., 2002; D’Orazio and Senesi, 2008; Droussi et al., 
2009; Fernández et al., 2009; Mao et al., 2008; Pospíšilová et al., 2008; Santin et al., 2009; 
Senesi et al., 2003; Stevenson, 1982; Zaccone et al., 2007) devido às vantagens que 
apresenta. 
Em contraste com o que sucede na absorção no UV-Vis, em que se observam 
poucas bandas de absorção, na espectroscopia de IV as SH e os seus derivados apresentam 
uma variedade de bandas indicativas de estruturas moleculares específicas. A 
espectroscopia de IV é considerada uma mais-valia na investigação deste tipo de 
substâncias pois: 
(i) permite a obtenção de informações “chave” sobre a natureza, reactividade e 
estrutura de grupos funcionais que contêm oxigénio; 
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(ii) pode detectar-se a presença de constituintes de proteínas e hidratos de carbono; 
(iii)pode verificar-se a presença/ausência de impurezas inorgânicas (iões metálicos, 
argilas) nas fracções de húmicos isoladas;  
(iv) a técnica permite uma análise quantitativa. Esta técnica pode ainda permitir 
estudar a interacção de AH com pesticidas e outras moléculas orgânicas de 
estrutura definida e ainda caracterizar complexos metal-matéria orgânica. 
 
1.5.2.3 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA MOLECULAR 
A luminescência molecular baseia-se na emissão de radiação electromagnética (na região 
do UV-Vis) proveniente de moléculas que foram excitadas, quando estas regressam ao seu 
estado fundamental. 
Em condições normais, a maior parte das moléculas encontra-se no nível energético 
vibracional mais baixo do estado electrónico S0 (estado fundamental). A absorção de um 
quantum de luz promove a passagem dos electrões a níveis de energia superiores. Durante 
o retorno ao estado fundamental, uma parte da energia absorvida é reemitida, sendo este 
fenómeno conhecido por luminescência. Se a energia é reemitida a partir do primeiro 
estado singuleto excitado (S1), o fenómeno corresponde à fluorescência (Parker, 1968). A 
fluorescência corresponde, em princípio, ao processo inverso do fenómeno de absorção, 
uma vez que se produz sempre pela emissão de energia a partir do nível mais baixo do 
primeiro estado singuleto excitado. 
 
Processos de desactivação não radiativos que “competem” com a fluorescência 
Uma molécula fotoluminescente, após a absorção de luz, pode sofrer vários processos de 
desactivação. A Figura 1.5 representa um diagrama de níveis de energia de um sistema 
fotoluminescente. 
 
Relaxação vibracional 
Ao excitar as moléculas os electrões passam para níveis electrónicos superiores, e para um 
estado vibracional mais excitado. Porém, este estado vibracional tem uma curta duração, 
pois, devido ao processo não radiativo de relaxação vibracional, a molécula excitada decai 
através de níveis vibracionais de estados electrónicos de igual multiplicidade, a molécula 
perde energia para o meio circundante através de colisões com as moléculas do solvente. 
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Figura 1.5: Diagrama de níveis de energia de um sistema fotoluminescente (adaptação do Diagrama de 
Jablonski). 
 
Conversão Interna (CI) 
A CI é um fenómeno que ocorre com muita rapidez (10-13 a 10-11 s) e sem emissão de 
radiação quando uma molécula se desactiva por relaxamento através dos níveis 
vibracionais de estado electrónico da mesma multiplicidade até atingir o primeiro nível 
vibracional do estado excitado singuleto de menor energia (S1). 
Se a diferença de energia entre S2 e S1 não for muito grande e existir a possibilidade 
de os níveis vibracionais se sobreporem, a molécula pode ser levada ao nível vibracional 
mais baixo de S1 por relaxamento vibracional sem emissão de radiação electromagnética, 
ou seja, ocorre uma CI. 
  
Conversão externa (quenching) 
O estado excitado singuleto pode também ser desactivado por quenching. Este processo de 
desactivação deve-se a uma transferência de energia da molécula em causa no estado 
excitado para outras moléculas do meio. Factores como a temperatura, viscosidade e 
concentração influenciam o processo, uma vez que determinam a probabilidade da 
ocorrência de colisões. 
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Conversão inter-sistemas (CIS) 
A CIS ocorre quando o estado de tripleto é atingido através da inversão de spin de um dos 
electrões. Tal como na CI, a probabilidade desta transacção ocorrer é reforçada se houver 
sobreposição de níveis vibracionais de dois estados. 
 
Factores que afectam a fluorescência 
Para que ocorra fluorescência, uma molécula precisa de ter uma estrutura apropriada e de 
estar num meio que favoreça a desactivação radiativa 01 SS → , sendo estes dois factores 
críticos na magnitude do rendimento quântico fluorescente (Φf) de uma substância. 
 O rendimento quântico fluorescente de uma substância é a razão entre o número de 
fotões emitidos por fluorescência e o número de fotões absorvidos. 
dpdciceif
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onde kf, ki, kce, kci, kpd e kd são, respectivamente, a constante de velocidades relativas dos 
processos de fluorescência, conversão inter-sistemas, conversão externa, conversão interna, 
predissociação e dissociação (Skoog et al., 1998). Uma molécula será significativamente 
fluorescente se o seu rendimento quântico tiver uma magnitude considerável (entre 0,1 e 
1). 
Embora seja difícil prever se uma molécula exibirá fluorescência sem o prévio 
conhecimento da diferença de energia relativa entre o estado excitado singuleto e o 
fundamental, podem-se, de um modo geral, verificar alguns requisitos. Moléculas 
relativamente rígidas e ricas em electrões π (como as moléculas aromáticas), contendo ou 
não heteroátomos na cadeia principal, são potencialmente fluorescentes. Estruturas 
moleculares rígidas (com restrições de liberdade vibracional) têm o processo de 
desactivação não radiativo por CI significativamente minimizado, com consequente 
aumento de Φf. Estruturas planares favorecem a fluorescência, pelo aumento da interacção 
e conjugação entre o sistema de electrões π. 
Para a maioria dos compostos fluorescentes a radiação é produzida por transições 
*pi→n  ou *pipi → , dependendo de qual delas é menos energética. No entanto, tem-se 
verificado que a transacção do tipo *pipi →  é mais comum, uma vez que este tipo de 
transacção apresenta um tempo médio de vida mais curto e o processo de desactivação que 
compete com a fluorescência tem menor probabilidade de ocorrer (Skoog et al., 1998). Os 
electrões envolvidos numa ligação σ estão, em geral, fortemente ligados à molécula, sendo 
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necessário fornecer mais energia para levar estes electrões a ocuparem uma orbital 
molecular vazia. Assim, os espectros electrónicos produzidos por transições *σσ →  
situam-se em zonas de comprimentos de onda mais curtos do espectro electromagnético. 
Os electrões π, pelo contrário, estão mais livres que os electrões σ - o espectro de emissão 
correspondente situa-se na região de comprimentos de onda mais longos ((Ewald et al., 
1988) citado em (Sierra et al., 1996)). 
A presença de determinados grupos substituintes na molécula é outro factor que 
afecta a intensidade e o tipo de fluorescência. Grupos hidroxi (-OH), metoxi (-O-CH3), 
amino (-NR2), cianeto (-CN) e sulfónico (-SO3H) tendem a amplificar o sinal de 
fluorescência. Por outro lado, grupos cetónicos (-C=O), carboxilicos (-COOH) e 
halogénios (-X) favorecem a conversão inter-sistemas, contribuindo para a diminuição de 
fluorescência. Em suma, os grupos dadores de electrões aumentam a eficácia de emissão 
de fluorescência, enquanto que os aceitadores de electrões reduzem a intensidade de 
fluorescência (Parker, 1968; Peuravuori et al., 2002). 
A temperatura e o efeito do solvente vão também contribuir para a eficiência da 
fluorescência. Um aumento de temperatura traduz-se num aumento da probabilidade de 
ocorrerem colisões no estado excitado, aumentando as conversões internas e o quenching 
e, como consequência, uma diminuição da intensidade de fluorescência (Valeur, 2002). As 
interacções soluto-solvente podem também afectar de modo significativo o sinal de 
fluorescência por processos complexos. O grau de perturbação depende do pH, da 
solvatação, da possibilidade de formar ligações de hidrogénio, da viscosidade, da força 
iónica e ainda da polaridade do solvente, entre outros (Peuravuori et al., 2002; Sierra et al., 
1996). Procedimentos analíticos que envolvam processos de fluorescência requerem um 
controlo do pH, uma vez que o comprimento de onda e intensidade de emissão são 
diferentes para as formas ionizadas e desionizadas dos fluoróforos (Skoog et al., 1998). A 
viscosidade do solvente pode diminuir a taxa de colisões (quenching) pela diminuição da 
difusão das espécies e do oxigénio no meio. A polaridade e a força iónica são factores 
determinantes, uma vez que afectam e energia do estado excitado ((Ingle and Crouch, 
1988) citados em (Coelho, 2004)). No caso das transições *pipi → , a molécula no estado 
excitado é mais polar e tem carácter mais básico do que quando se encontra no estado 
fundamental. Deste modo, com o aumento da polaridade do solvente há uma diminuição da 
energia relativa do estado excitado, levando a um deslocamento do espectro em direcção 
ao vermelho. Essa diminuição de energia pode também originar um aumento das CI, tendo 
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como contrapartida a diminuição da fluorescência. Nas transições *pi→n , o estado 
excitado é menos polar e o aumento da polaridade do solvente origina deslocamentos em 
direcção ao azul. Outro efeito comum deriva da mudança do estado excitado singuleto 
*pi→n  para *pipi →  (se as energias dos mesmos forem próximas o suficiente para 
permitir a troca) na presença de solventes polares, o que explica o porquê de algumas 
substâncias não fluorescerem, ou apresentarem fraca fluorescência, em solventes apolares 
enquanto fluorescem intensamente em solventes polares. 
 
Efeito da concentração na intensidade de fluorescência  
A intensidade de fluorescência é proporcional à intensidade do feixe incidente e ao 
rendimento quântico, mas não à concentração. 
)101(' 0 bcf IKI ε−−= , 
em que a constante K’ depende do rendimento quântico no processo de fluorescência. 
 Expandindo a expressão anterior através da série de Maclaurin, obtém-se: 
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 Se o valor de absorvância ( bcA ε= ) for pequeno, de modo a que 2,303A<0,05, 
então, os termos, à excepção do primeiro ( bcε303,2 ), podem ser desprezados, ficando: 
bcIKI f ε303,2' 0=  
 Nas condições referidas, se a intensidade de radiação incidente se mantiver 
constante durante a medição, 
KcI f =  
 Pode portanto admitir-se que, para baixas concentrações, estas são proporcionais à 
intensidade de fluorescência da solução. Quando c  se torna suficientemente elevado de 
modo a que a absorvância seja superior a 0,05, então devem considerar-se todos os termos 
da equação uma vez que se “perde” a linearidade. 
 
Existem ainda perturbações do espectro de emissão de fluorescência que são 
devidas a fenómenos de difusão de luz: a difusão Rayleigh, a difusão Tyndall e a difusão 
de Raman. As duas primeiras são difusões do tipo “elástico”, isto é, sem mudança de 
comprimento de onda da luz incidente, enquanto que a Raman, por outro lado, é uma 
difusão “inelástica” que se acompanha de um deslocamento do comprimento de onda. A 
INTRODUÇÃO 
20 
difusão Rayleigh é provocada pela presença, sobre o trajecto do raio luminoso, de 
“partículas” de tamanho muito inferior ao comprimento de onda da luz incidente, como as 
moléculas de água, por exemplo (Parker, 1968). A difusão Tyndall é provocada por 
suspensões de dimensões coloidais. Por último, a banda Raman provém da difusão, pelas 
moléculas do solvente, de uma parte da luz incidente (menos de 1%) e a sua posição 
relativa depende da natureza das moléculas do solvente utilizado (Sierra et al., 1996). 
 
Tipos de espectros de fluorescência 
Para cada amostra podem obter-se três tipos de espectros principais, em função do tipo de 
informação desejada: o espectro de emissão, o espectro de excitação e o espectro síncrono. 
 Espectro de emissão: Para registar o espectro de emissão de um composto, irradia-
se a amostra com um comprimento de onda de excitação fixo e mede-se a intensidade da 
luz reemitida, numa gama espectral definida. O comprimento de onda de excitação ideal 
para registar o espectro de emissão de um composto fluorescente é, em geral, escolhido em 
função do seu espectro de absorção. Na maior parte dos casos, este comprimento de onda 
corresponde ao máximo de absorção. 
 Espectro de excitação: Para registar o espectro de excitação, faz-se variar o 
comprimento de onda de excitação, mantendo-se constante o comprimento de onda de 
emissão (Valeur, 2002). O comprimento de onda de emissão ideal é aquele ao qual 
corresponde o máximo do espectro de emissão do composto considerado. Para um 
composto puro, a forma do espectro de excitação corrigido, deve ser similar, senão 
idêntica, àquela do seu espectro de absorção (Parker, 1968), e independente do 
comprimento de onda de emissão, se todos os estados excitados produzidos pela absorção 
se transformam por conversão interna até ao nível vibracional mais baixo do primeiro 
estado singuleto excitado ((Senesi, 1990) citado em (Sierra et al., 1996). 
Espectro síncrono: Os espectros síncronos são obtidos pelo varrimento simultâneo 
de uma gama espectral de comprimentos de onda de excitação e emissão apresentando um 
intervalo ( exem λλλ −=∆ ) constante entre eles. O intervalo (∆λ) a ser utilizado para um 
determinado composto é, em geral, escolhido empiricamente. Para absorções bem 
definidas e campo quantum máximo, o valor óptimo da largura de banda ∆λ é determinado 
pela diferença de comprimento de onda de emissão e excitação máximos, o qual é 
conhecido por desvio de Stoke (Parker, 1968). 
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A espectroscopia de fluorescência síncrona (EFS) tem as mesmas limitações que a 
técnica de fluorescência básica, como as distorções espectrais devido a interacções 
intermoleculares e a processos de quenching estático e dinâmico. Contudo, a EFS permite 
reduzir significativamente as interferências por sobreposição e a possibilidade de cada 
composto fluorescente ser identificado numa gama espectral específica (Peuravuori et al., 
2002). 
 
Correcção dos espectros 
Para além dos desvios da linearidade causados por concentrações que contribuem para 
absorvâncias mais elevadas do que as desejadas, quando a concentração é elevada também 
o efeito de filtro interno pode reduzir a intensidade de fluorescência observada (Valeur, 
2002).  
A medição da intensidade de fluorescência está sujeita a uma atenuação pela 
própria amostra antes da detecção. O feixe de radiação proveniente da fonte ao atravessar a 
amostra vai sofrendo uma progressiva atenuação da intensidade devido à sua absorção. 
Este efeito é denominado por efeito de filtro interno primário. Dada a capacidade que a 
amostra possui de absorver a radiação emitida pelos próprios fluoróforos irá observar-se 
também uma diminuição da intensidade do feixe detectado. O efeito descrito designa-se 
por efeito de filtro interno secundário ou re-absorção.  
Para reduzir os efeitos de filtro interno recorre-se essencialmente a dois métodos: 
- Diluição da amostra (Baker et al., 2004; Biers et al., 2007; Rosa et al., 2005; 
Shirshova et al., 2006; Zepp et al., 2004); 
- Correcção matemática dos espectros (Gu and Kenny, 2009; Holland et al., 1977; 
Kubista et al., 1994; Luciani et al., 2009; MacDonald et al., 1997; Ohno, 2002). 
Pode utilizar-se uma solução de amostra suficientemente diluída de modo a que a 
absorção seja fraca, não ultrapassando no máximo 0,1 (Ohno, 2002; Valeur, 2002). 
Antunes and da Silva (2005) verificaram que na gama de concentrações que estudaram (5 a 
100 mgL-1) a fluorescência de SH foi afectada pelo efeito de filtro interno, não sendo essas 
distorções qualitativamente mensuráveis. Já Rosa et al. (2005) optaram por efectuar os seus 
estudos a uma concentração de 20 mgL-1 (SH em NaHCO3), pois verificaram que a 
concentrações superiores a intensidade de fluorescência era “mascarada” pelo efeito de 
filtro interno. 
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O esquema mais utilizado para correcção dos efeitos de filtro interno (Figura 1.6), 
no caso de feixes colimados, pode ser utilizado com sucesso na maioria das configurações 
dos fluorímetros actuais (Gu and Kenny, 2009). 
 
Figura 1.6: Esquema para correcção do efeito de filtro interno (geometria utilizada por Holland et al., 1977; 
MacDonald et al., 1997) 
 
A correcção do efeito de filtro interno (primário e secundário) visa uma exacta 
representação e comparação de espectros de fluorescência, podendo ser calculada através 
de (Ohno, 2002): 
( ))(0 10 emex AAbD II +−=  
em que ID é a intensidade da fluorescência detectada, I0 a fluorescência na ausência de 
auto-absorção, b é o valor de percurso óptico assumido para os feixes de excitação e 
emissão e Aex e Aem são, respectivamente, a absorvância ao comprimento de onda de 
excitação e de emissão. 
 
Normalização dos espectros 
Quando se pretende comparar resultados obtidos numa análise por fluorescência é 
necessário normalizarem-se os espectros. Devido a variações da intensidade da fonte, 
sensibilidade do transdutor e outras variabilidades instrumentais é impossível conseguir-se 
num espectrofluorímetro efectuar exactamente uma mesma leitura para uma amostra. Por 
este motivo deve proceder-se à normalização (Skoog et al., 1998). Esta é conseguida 
∆y 
∆x 
excitação 
emissão 
)(0 exI λ  
)( emDI λ  
l 
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através da leitura de uma solução padrão. Geralmente utiliza-se a intensidade de 
fluorescência do Sulfato de Quinina para corrigir os espectros das amostras a analisar. 
Assim, independentemente do equipamento utilizado, fazendo-se a normalização com a 
substância de referência, os resultados surgem em Unidades de Sulfato de Quinina (quando 
se utiliza o Sulfato de Quinina como substância de referência) tornando possível a 
comparação de espectros. 
 
Espectros de Fluorescência de Substâncias Húmicas 
A fluorescência intrínseca de SH contém informação relativamente à estrutura, 
conformação e heterogeneidade das SH assim como de propriedades dinâmicas 
relacionadas com interacções intra e inter-moleculares. A espectroscopia de luminescência 
total permite uma representação completa da fluorescência espectral através de matrizes de 
excitação emissão (EEM), em que a intensidade de fluorescência é apresentada como 
função do comprimento de onda de excitação num eixo e comprimento de onda de emissão 
no outro (Mobed et al., 1996). 
Os espectros de fluorescência de SH mais comummente utilizados são os espectros 
síncronos e as matrizes de excitação-emissão (Chen et al., 2003; Peuravuori et al., 2002; 
Santin et al., 2009; Shirshova et al., 2009; Sierra et al., 2005b). 
 A aquisição de espectros em modo síncrono é efectuada na maioria das vezes com 
∆λ=18 nm (Droussi et al., 2009; Peuravuori et al., 2002; Santin et al., 2009; Shirshova et 
al., 2009).  
 Os parâmetros de fluorescência podem ser usados para medir o grau de 
humificação (ou a maturidade das SH) (Kalbitz et al., 1999; Ohno, 2002; Shirshova et al., 
2009; Zsolnay et al., 1999), pela quantificação da extensão do desvio do espectro de 
emissão para comprimentos de onda mais longos com o aumento da humificação. A 
presença de grupos substituintes carbonilo, hidroxilo, alcoxilo e amino nos compostos fará 
com que estes apresentem tendência para fluorescer a comprimentos de onda mais longos. 
A fluorescência a comprimentos mais longos e com baixa intensidade pode resultar de 
factores estruturais de SH, como a condensação linear de anéis aromáticos e de outras 
ligações insaturadas capazes de se conjugarem com facilidade. 
A presença de grupos funcionais que contenham oxigénio ou azoto podem também 
desviar a fluorescência para comprimentos de onda mais longos pela diminuição das 
diferenças de energia entre o estado fundamental e o 1º estado excitado ((Senesi et al., 
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1991) citado em (Fuentes et al., 2006)). Os ácidos húmicos de amostras de solos são ricos 
em compostos aromáticos. A baixa intensidade de fluorescência deve-se a estruturas 
aromáticas muito substituídas, ligações inter e/ou intramoleculares e ainda à maior 
proximidade dos cromóforos aromáticos e consequentemente, maior probabilidade de 
desactivação dos estados excitados por quenching interno das moléculas orgânicas de 
elevado peso molecular (Chen et al., 2003; Senesi, 1990). 
 Os AH de solos apresentam um máximo característico nos espectros síncronos 
(∆λ=18 nm) a 450-480 nm ((Chen et al., 2003; Kwiatkowska et al., 2008; Senesi et al., 
2003; Shirshova et al., 2006) e (Miano et al., 1988) citado em (Mendonça et al., 2004)). 
Zsolnay et al.(1999) e Kalbitz et al. (1999) sugerem dois métodos distintos para 
calcular o grau de humificação. O método de Zsolnay et al (1999) consiste em dividir o 
espectro total de emissão em quatro zonas e calcular o grau de humificação através da 
razão entre as áreas do último quarto (570 – 641 nm) e o primeiro (356 – 432 nm), A4/A1. 
Este método tem por base a ideia de que a humificação da matéria orgânica favorece a 
formação de anéis aromáticos, o que origina uma deslocamento da fluorescência para o 
vermelho. Ou seja, a área do último quarto corresponde a fluorescência de estruturas mais 
humificadas e a área do primeiro quarto a estruturas mais simples. Ohno (2002) seguiu este 
método determinando o grau de humificação (GH) do seguinte modo: 
( ) ( )345300480435 / →→ ∑∑= IIGH . 
 No método proposto por Kalbitz et al. (1999), é feita a leitura do espectro síncrono, 
na região entre 260 e 560 nm com ∆λ=18 nm. Segundo os autores, o espectro síncrono de 
SH apresenta dois picos em torno de 360 e 400 nm, assim como um “ombro”a ~470 nm. A 
intensidade desses picos varia dependendo do grau de humificação da amostra. A região do 
espectro a maiores comprimentos de onda (zona do vermelho) é associada a núcleos 
aromáticos substituídos e/ou conjugados, ou sistemas insaturados conjugados com 
electrões bastante deslocalizados. A região a menores comprimentos de onda (zona do 
azul) é associada a compostos mais simples. Deste modo, utilizam a razão entre a 
intensidade de fluorescência a 400 e 360 nm, ou 470 e 360 nm para medir o grau de 
humificação das SH em solução. 
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1.5.2.4  ESPECTROSCOPIA DE RESSONÂNCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE 13C 
A espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) baseia-se na medição de 
absorção de radiação electromagnética na região de radiofrequência, 4 a 900 MHz. Ao 
contrário do que sucede na absorção ultravioleta, visível e de infravermelho, os núcleos, 
para além dos electrões exteriores, estão envolvidos no processo de absorção. Para que os 
núcleos desenvolvam estados de energia necessários para que ocorra absorção, a amostra é 
sujeita a campos magnéticos fortes. 
 
Núcleos de 13C 
O isótopo de carbono mais abundante, é o carbono-12, o qual possui spin zero, pelo 
que não é detectado por RMN. O carbono-13, por sua vez, possui massa ímpar e tem 
núcleo de spin, com 
2
1
=I  (Hayes et al., 1989; Pavia et al., 1996). No entanto, a 
ressonância dos núcleos de 13C é mais difícil de detectar do que a dos protões (1H), visto 
ser cerca de 6000 vezes mais fraca que a ressonância do protão.  
Utilizando instrumentos modernos com transformadas de Fourier, é possível obter 
espectros de RMN de 13C de compostos orgânicos, mesmo que a detecção de carbono seja 
difícil quando comparada com a obtenção de espectros de protão. A fim de compensar a 
baixa abundância natural do carbono, deve acumular-se um maior número de varrimentos 
individuais do espectro do que no caso do espectro de protão. 
Para uma dada força de campo magnético, a frequência de ressonância dos núcleos 
de 13C é cerca de ¼ da frequência necessária para se observar a ressonância do protão. 
Deste modo, aplicando (por exemplo) um campo magnético de 7,05-tesla, os protões são 
observados a 300 MHz, enquanto que os núcleos de 13C são observados a 
aproximadamente 75 MHz.  
 
Desvio Químico 
Carbonos em diferentes grupos funcionais ou no mesmo grupo em diferentes ambientes 
nas moléculas orgânicas têm diferentes distribuições electrónicas. Aplicando um campo 
magnético, o campo sentido pelos núcleos de 13C vai ser alterado, uma vez que depende do 
campo gerado pelos electrões em seu redor, originando uma alteração na frequência de 
ressonância (Hayes et al., 1989; Skoog et al., 1998). A frequência de ressonância é medida 
em relação a um padrão, usualmente o tetrametilsilano (TMS). A diferença entre as 
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frequências de ressonância dos núcleos de 13C na amostra relativamente à frequência de 
ressonância do núcleo de 13C no padrão é denominada por desvio químico (Hayes et al., 
1989). 
610×−=
r
ra
ν
ννδ ppm 
Em que aν é a frequência da amostra e rν  é a frequência da substância de 
referência.  
É de notar que os desvios químicos do 13C variam entre uma gama alargada de 
valores (0 a 200 ppm), quando comparada com a observada para o protão (0 a 12 ppm). 
Devido à gama larga de valores, quase todos os átomos de carbono não equivalentes na 
molécula orgânica apresentam picos a diferentes desvios químicos. Os picos raramente se 
sobrepõem, ao contrário do que é frequente em RMN de 1H (Pavia et al., 1996). 
Em espectroscopia de RMN do estado sólido os sinais são mais largos do que em 
solução devido à pouca movimentação molecular e à elevada massa molecular dos 
compostos que constituem a amostra. Para melhorar a resolução dos picos do espectro é 
necessária a aplicação de técnicas que permitam eliminar os factores que causam esse 
alargamento. 
 
Métodos utilizados para a intensificação do sinal e para o aumento da resolução dos 
espectros de RMN em amostras sólidas 
A combinação de três técnicas permite a obtenção de espectros de RMN de sólidos com 
resolução relativamente elevada. São elas: 
 1. Rotação da amostra em torno do Ângulo Mágico (Magic Angle Spinning – 
MAS) 
 2. Polarização Cruzada (Cross Polarization – CP) 
 3. Desacoplamento (Decoupling – DEC) 
 Estas técnicas baseiam-se na distribuição das interacções de spin nuclear que 
alargam os espectros de RMN. A fim de solucionar os problemas de baixa sensibilidade e 
longos tempos de relaxação longitudinal para núcleos com pequeno factor giromagnético e 
baixa abundância natural, é necessária a combinação das referidas técnicas (Bathista, 
2005). 
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Rotação da amostra em torno do Ângulo Mágico 
A rotação da amostra em torno do Ângulo Mágico é uma técnica que permite a remoção do 
desvio químico anisotrópico (Hayes et al., 1989; Skoog et al., 1998). A velocidade de 
rotação necessária para minimizar o desvio anisotrópico é muito dependente da intensidade 
do campo magnético. Se a amostra girar a uma velocidade menor do que a necessária para 
reduzir a linha ao máximo, irão formar-se muitas bandas de spin laterais, as quais se 
sobrepõem com as ressonâncias isotrópicas (Hayes et al., 1989; Mao et al., 2000). As 
bandas laterais consistem numa série de picos localizados nas frequências múltiplas 
integradas de spin ou no próprio valor isotrópico de ressonância. 
Para além de remover o desvio químico anisotrópico, a rotação em torno do ângulo 
mágico permite também a remoção das interacções de dipolo, as quais contribuem para o 
alargamento dos sinais. (Hayes et al., 1989) 
   
Polarização Cruzada 
A técnica de CP baseia-se na transferência de polarização de um núcleo de spin abundante 
(1H) para um núcleo de spin pouco abundante (13C). 
 Quando uma amostra contendo 1H e 13C é submetida a um campo magnético, os 
níveis de energia dos núcleos dividem-se numa quantidade proporcional ao campo 
magnético e a uma constante que caracteriza cada um dos núcleos (razão giromagnética). 
Num mesmo campo magnético os níveis de energia de 1H e 13C, os quais são distintos 
devido às diferentes razões giromagnéticas, submetem-se separadamente à ressonância 
magnética e são excitados a diferentes radiofrequências. Se a diferença entre os níveis de 
energia dos dois sistemas puder ser igualada, a energia pode ser transferida dos protões 
para os carbonos e vice-versa. Para equilibrar os níveis de energia pode criar-se um campo 
magnético variável sobre os protões através de irradiação de radiofrequência. (Hayes et al., 
1989)  
 A técnica de CP combinada com a rotação da amostra segundo o ângulo mágico e 
forte desacoplamento de hidrogénio (CP/MAS), permite a obtenção de espectros de RMN 
de sólidos com um aumento da intensidade do sinal num menor tempo (Schlemmer, 2007). 
 
Desacoplamento 
Para núcleos com spin ½, as interacções de spin nuclear relevantes são o deslocamento 
químico e as interacções dipolares homo e heteronucleares. No caso 13C, cuja abundância 
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natural é de ~1%, a interacção dipolar homonuclear pode ser desprezada, restando o 
deslocamento químico e a interacção dipolar heteronuclear 1H-13C. Geralmente, a 
interacção dipolar heteronuclear predomina no espectro, tornando-se impossível a 
observação de deslocamento químico para 13C quando a interacção dipolar 1H-13C está 
presente. No entanto, existem técnicas que permitem eliminar ou reduzir drasticamente os 
efeitos da interacção dipolar 1H-13C. Entre essas técnicas, a mais utilizada é o método de 
desacoplamento heteronuclear por irradiação contínua. 
 
A força do campo magnético é a característica que define um espectrómetro de 
RMN. Um campo magnético forte conduz a mais sinal por núcleo, mas esta vantagem pode 
ser anulada pelas elevadas velocidades de rotação em torno do ângulo mágico (magic-
angle spinning, MAS) necessárias para ultrapassar as dificuldades inerentes às bandas 
laterais de spinning (spninning side bands, SSBs).  
 
A maior vantagem da polarização cruzada em torno do ângulo mágico (cross-
polarization magic-angle spinning, CPMAS) de RMN de 13C no estado sólido é a 
possibilidade de obter informação estrutural da MOS em solos ou fracções sólidas, sem a 
necessidade de extrair o material orgânico, uma vez que o extracto contém apenas uma 
parte do total da MOS. 
 
Espectroscopia de RMN de 13C aplicada a solos 
Actualmente a espectroscopia de RMN de 13C no estado sólido é considerada uma das mais 
poderosas ferramentas para análise da MOS (Kogel-Knabner, 2000). 
A espectroscopia de RMN de sólidos tem sido bastante utilizada na análise de 
solos. No entanto, em solos minerais (conteúdo de C <17 %) a sua aplicação torna-se mais 
difícil, devido ao baixo teor de carbono e, em muitos casos, à presença de materiais 
paramagnéticos. Estes materiais paramagnéticos podem encontrar-se sob a forma de 
catiões inorgânicos ou como radicais orgânicos livres, e o seu impacto nos espectros de 
todos os solos, ou componentes do solo, quando se utiliza CP-MAS, manifesta-se por um 
alargamento da ressonância e perda de sinal (citação em (Schilling and Cooper, 2004)). 
Entre os materiais paramagnéticos, o ferro é o mais susceptível de causar problemas, 
embora o manganês e o cobre, assim como radicais orgânicos livres também possam trazer 
problemas adicionais. A presença de ferro afecta essencialmente a relaxação dos protões. A 
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diminuição do tempo de relaxação do protão pode contribuir para o alargamento da linha 
de ressonância de 13C. Se o tempo de relaxação do protão for menor do que o tempo 
necessário para a transferência de magnetização durante a polarização cruzada, o 
respectivo sinal de 13C é suprimido. 
Para melhorar a qualidade dos espectros de RMN de 13C de solos, pode remover-se 
matéria mineral e materiais paramagnéticos através de tratamentos químicos. Skjemstad et 
al.(1994) (citados em (Schilling and Cooper, 2004)) descobriram que com HF a 2 % era 
possível uma maior redução da quantidade de ferro nas amostras do que com HF 1 % ou 
com ditionito/citrato de sódio. O tratamento com HF a 10 % foi experimentado por 
Schmidt et al.(1997) (citado em (Schilling and Cooper, 2004) e (Goncalves et al., 2003)), 
verificando-se uma melhoria nos espectros, mas alguma perda de matéria. Dai and Johnson 
(1999) também concluíram que determinados compostos são removidos no tratamento com 
HF 2 %. 
Apesar de os tratamentos sucessivos com HF 10 % terem conduzido a perdas de 
massa, essa alteração aparentemente foi equivalente entre os diferentes grupos funcionais 
((Schmidt et al., 1997; Skjemstad et al., 1994), 1994 citados em (Goncalves et al., 2003; 
Schilling and Cooper, 2004)). No entanto, Dai and Johnson (1999) sugerem que a 
utilização de HF conduz a alterações não sistemáticas da composição química. 
Schilling and Cooper (2004) avaliaram o efeito de três tratamentos de amostras de 
solo mineral para compararem a sua eficácia na melhoria dos espectros de RMN de 13C. Os 
tratamentos químicos incluíram: solução de SnCl2.2H2O/HCl 0,05 M, ditionito de sódio 
0,23 M e HF/BF3 2 %. Um método de tratamento químico que seja útil em termos 
analíticos, não deve alterar substancialmente a natureza da fracção orgânica. Os 
investigadores acreditam que o ditionito remove algum material alifático que se encontra 
associado ao ferro na fracção fina de argila. Esta ideia é também partilhada por Oades et 
al.(1987) e Skjemstad et al. (1994) (citados em (Schilling and Cooper, 2004)). O 
tratamento com HF/BF3 parece ter removido selectivamente O-alquilo e carbonos 
carboxilo nos solos em estudo. A remoção de grupos carboxilo foi também observada por 
Dai and Johnson (1999), pelo tratamento com HF 2%. No estudo de (Schilling and Cooper, 
2004), o tratamento com HF/BF3 foi o que permitiu a obtenção de melhores espectros CP-
MAS. 
A utilização de HF no tratamento das amostras, dependendo do solo em causa, pode 
ou não alterar o carbono da MOS. Em todo o caso, o HF parece ser o tratamento químico 
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mais promissor a aplicar em solos com elevado conteúdo de material paramagnético, 
devido à sua capacidade de reduzir o teor deste mesmo material assim como de dissolver a 
matriz inorgânica e concentrar a fracção de carbono orgânico.   
Uma análise da MOS por RMN tem, usualmente, como principal objectivo a 
determinação da proporção relativa das classes de grupos funcionais, por exemplo, alquilo, 
O-alquilo, aromático, carboxilo. O sucesso desta aplicação depende dos núcleos de 13C 
produzirem a mesma quantidade de sinal de RMN. Idealmente, cada núcleo irá produzir a 
mesma quantidade de sinal independentemente do ambiente químico em que se encontra. 
No entanto, no caso de espectros de RMN de 13C de amostras sólidas de MOS, nem sempre 
é possível garantir as condições ideias a fim de se obter um espectro quantitativo (Mao et 
al., 2000; Mao et al., 2002).  
Apesar de ser fácil obter um espectro de RMN de 13C no estado sólido da matéria 
orgânica do solo, não é trivial que se obtenha um com sensibilidade e resolução óptimas. 
Existem diversos parâmetros de aquisição que, se incorrectamente seleccionados, podem 
afectar a sensibilidade. Muitos destes parâmetros estão inter-relacionados, tornando a 
optimização uma tarefa complexa. 
 
Espectroscopia de RMN de 13C aplicada a ácidos húmicos 
A espectroscopia de ressonância magnética nuclear (RMN) foi utilizada como tentativa de 
caracterizar estruturalmente substâncias húmicas pela primeira vez por Barton and 
Schnitzer (1963) e por Neyroud and Schnitzer (1974) (citados (Kogel-Knabner, 1997). 
A espectroscopia de RMN pode ser aplicada nas variadas vertentes em que se 
encontra disponível. As diferentes técnicas de RMN foram comparadas (Mao et al., 2002) 
a fim de caracterizar AH. Os resultados obtidos no estudo sugerem que para caracterizar 
AH por qualquer técnica de RMN, deve fazer-se um ensaio prévio em CP/TOSS (Cross 
Polarization/Total Sideband Suppression) para se conseguir uma informação qualitativa 
que seja clara. 
Por permitir a identificação de várias estruturas funcionais, esta técnica tem sido 
aplicada na caracterização estrutural de SH (Sierra et al., 2005a), assim como no estudo do 
efeito de tratamentos térmicos (Almendros et al., 2003), compostagem (Adani et al., 2006; 
Amir et al., 2008) e adição de lamas e estrumes a solos (Fernandez et al., 2008; Mao et al., 
2008), entre outros. 
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2 METODOLOGIA 
Foram seleccionadas seis amostras de solos com povoamentos adultos de eucalipto (> 8 
anos) em primeira rotação, provenientes de diferentes locais geográficos com 
características geológicas, edafo-climáticas e químicas distintas. 
As amostras de solo foram caracterizadas por espectroscopia de RMN de 13C. 
 Os ácidos húmicos extraíram-se a partir das amostras de solo seguindo a 
metodologia sugerida pela IHSS, a qual foi adaptada às amostras em causa. A 
caracterização das amostras de AH foi efectuada por análise elementar, espectroscopia de 
UV-Vis, espectrometria de Infravermelho, espectroscopia de Fluorescência Molecular e 
espectroscopia de RMN de 13C. 
 
2.1 AMOSTRAGEM 
As seis amostras de solo foram recolhidas pelo RAIZ. De cada local de ensaio (a 
localização geográfica das amostras encontra-se na Tabela 3.1.1) foram recolhidos 8 cores 
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até uma profundidade de 20 cm. Os cores foram colhidos dos diferentes locais de 
amostragem numa distribuição espacial idêntica (a uma mesma distancia das árvores). O 
transporte efectuou-se em câmara fria, a uma temperatura próxima dos 4 ºC, e mantiveram-
se nessa condição até serem processados no laboratório. Foi feita uma separação em duas 
profundidades, 0–10 e 10–20 cm, e crivados numa malha de 4 mm. 
 
2.2 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS DE SOLO 
As amostras (cada amostra corresponde a um local de ensaio) foram então preparadas a 
partir de 16 sub-amostras (de cada local de ensaio foram recolhidos 8 cores, os quais se 
dividiram em duas profundidades) (Figura 2.1). Com o intuito de se obter uma amostra 
representativa do local de estudo pesaram-se massas aproximadamente iguais de cada uma 
das sub-amostras e procedeu-se à sua homogeneização. 
 
 
Figura 2.1: 16 sub-amostras de SNF 189C (à esquerda) e SNF 189QQ (à direita). 
 
2.3 REAGENTES E SOLUÇÕES  
Os reagentes utilizados no tratamento e extracção das amostras eram de grau analítico 
(p.a.). As soluções preparadas foram obtidas por diluição ou por dissolução a partir dos 
respectivos reagentes utilizando água destilada. 
 Para a obtenção dos espectros de UV-Vis e fluorescência os AH foram dissolvidos 
numa solução de NaH2PO4 50mM. A solução de NaH2PO4 foi preparada com água Milli-
Q. Fizeram-se soluções stock de 200 mg L-1 de AH, a partir das quais, por diluição, se 
prepararam as soluções para análise. 
 O KBr utilizado para fazer as pastilhas para a espectroscopia de infravermelho foi 
da Merck de qualidade espectroscópica. Previamente à sua utilização, foi seco na estufa, a 
105 ºC, e arrefecido num excicador contendo sílica gel. 
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2.4 ENSAIOS SOBRE AS AMOSTRAS DE SOLOS 
2.4.1 PREPARAÇÃO DAS AMOSTRAS DE SOLOS PARA ANÁLISE POR RMN CP-MAS 
DE 13C 
As amostras foram submetidas a um tratamento químico com uma solução de ácido 
fluorídrico a 2 %. O tratamento resultou da agitação (num shaker end-over-end, a 106 rpm) 
de 5 g de amostra de solo com 40 mL de HF 2 %, envolvendo cinco repetições de 1 h, três 
repetições de 16 h e uma repetição final de 64 h. Entre repetições, as amostras foram 
centrifugadas por 10 min, a 4000 rpm, o sobrenadante foi descartado e substituído por nova 
solução de HF 2 %. Neste procedimento foram utilizados tubos de 50 mL em 
polipropileno. Após o referido tratamento, o resíduo das amostras foi lavado duas vezes 
com água destilada. (Smernik, 2005) As amostras foram transferidas quantitativamente 
para caixas de Petri (sem tampa) e colocadas a secar ao ar sob uma protecção de modo a 
evitar contaminações. 
 
2.4.2 ESPECTROSCOPIA DE RMN CP-MAS DE 13C 
Os espectros de RMN CP-MAS de 13C das amostras de solo foram registados num 
espectrómetro Bruker Avance 500 a 125,8 MHz. Os espectros foram obtidos em rotores de 
4 mm, com cerca de 100 mg de amostra. 
Os parâmetros de aquisição dos espectros foram os seguintes: 
 - rotação da amostra segundo o ângulo mágico à frequência de 7kHz; 
 - tempo de contacto de 1ms;  
- tempo de repetição de 5s; 
 - duração do impulso de 90 º aplicado aos protões 4 µs. 
Como substancia de referência foi utilizado o padrão tetrametilsilano (TMS). 
 
2.5 EXTRACÇÃO DOS ÁCIDOS HÚMICOS 
Para extrair as substâncias húmicas das amostras de solo foi seguido o método proposto 
pela IHSS. 
 Foram pesadas, aproximadamente, 150 g de amostra, cujo pH foi ajustado a pH 1 
(verificado com papel indicador) pela adição de HCl 1 M. Para obter uma relação 
solo:solução 1 g:10 mL adicionou-se o volume necessário de HCl 0,1 M. Submeteu-se a 
agitação em roller por 1h. 
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A primeira fracção de ácidos fúlvicos foi separada, após repouso, por decantação. 
O pH do solo foi ajustado a 7 (verificado com papel indicador) pela adição de 
NaOH 1 M, adicionando-se de seguida NaOH 0,1 M até se obter uma relação 1 g solo: 10 
mL solução. As soluções de hidróxido foram previamente borbulhadas com N2 e a sua 
adição ao solo foi efectuada em ambiente inerte (tanto quanto possível). A mistura esteve 
em agitação por 4 h no roller. A suspensão alcalina foi mantida em repouso durante a noite. 
A separação do sobrenadante foi efectuada através de sucção por vácuo. O sobrenadante 
foi acidificado, sob agitação, com HCl 6 M até atingir pH 1, ficando posteriormente em 
repouso por 16 h. 
A fim de se separar o precipitado (fracção de ácidos húmicos) do sobrenadante 
(fracção 2 de ácidos fúlvicos) efectuou-se uma centrifugação a 4000 rpm durante 10 min. 
A fracção de AH foi redissolvida com KOH 0,1 M (até perfazer um volume de 35 
mL em tubos de polipropileno de 50 mL), aos quais se adicionou KCl sólido a fim de se 
obter uma concentração de K+ de 0,3M (a solução de hidróxido foi previamente 
borbulhada em N2 e a adição foi efectuada em ambiente inerte). Procedeu-se a uma 
centrifugação a 6000 rpm, por 15 min, para que os sólidos suspensos fossem removidos. 
Os AH foram então reprecipitados (pH=1) a partir da solução obtida, com HCl 6 M. Após 
um repouso de 16 h, efectuou-se uma centrifugação a 6000 rpm, durante 10 min. A fracção 
de AH foi suspendida em HCl 0,1 M / HF 0,3 M (utilizando-se um volume de modo a que 
o volume total no tubo fosse 35 mL) e agitada (num shaker end-over-end) durante a noite. 
Centrifugou-se e substituiu-se a solução ácida por outra solução fresca. Este tratamento foi 
repetido até que o teor de cinzas (verificado por análise termogravimétrica) fosse inferior a 
10%. O procedimento descrito desde a redissolução com KOH / KCl foi efectuado duas 
vezes, a fim de se retirar o máximo de fracção de AH do precipitado (os “sólidos 
suspensos” após a primeira redissolução ainda apresentavam uma fracção escura, 
possivelmente devido à presença de AH). 
A fracção de AH com teor de cinzas inferior a 10% foi então transferida com H2O 
para uma manga de diálise (Dialysis Tubing – Visking, MWCO – 3500 Daltons; 
previamente aquecida, a cerca de 80 ºC, por 1 h em H2O). A diálise foi efectuada contra 
H2O, sob agitação, à temperatura ambiente. Trocou-se a H2O o número de vezes necessário 
até que esta apresentasse negativo para o teste dos cloretos (realizado com nitrato de prata). 
A fracção de AH dialisada foi congelada de imediato e posteriormente liofilizada. 
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As fracções de ácidos fúlvicos e de ácidos húmicos foram armazenadas no frio, 
entre passos que não podiam ser efectuados continuamente. 
 
2.5.1 DETERMINAÇÃO DO TEOR DE CINZAS 
Este ensaio está incluído na extracção dos AH, uma vez que precede a diálise dos mesmos. 
A fim de se determinar o teor de cinza das amostras efectuou-se uma análise 
termogravimétrica. Os termogramas foram obtidos num analisador temogravimétrico 
Shimadzu TGA-50, acoplado a um computador, através de uma interface TA-50WSI da 
mesma marca, para programação, aquisição e tratamento de dados. As análises decorreram 
sob uma corrente de ar K a 20 mL min-1. O programa de temperaturas utilizado encontra-se 
na Tabela 2.5.1, podendo o seu aspecto ser visualizado na Figura2.2. 
Tabela 2.5.1: Programa de temperatura utilizado na análise termogravimétrica 
Velocidade de aquecimento/ 
ºC min-1 
Temperatura/ ºC Tempo/ min 
10 60 60 
10 100 60 
10 750 30 
 
 
Figura 2.2: Programa de temperatura utilizado na análise termogravimétrica. 
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2.6 ENSAIOS SOBRE AS AMOSTRAS DE ÁCIDOS HÚMICOS 
2.6.1 ANÁLISE ELEMENTAR (AE) 
A AE das amostras foi efectuada num analisador CHNS-932 da Leco. Para cada uma das 
amostras realizaram-se duas medições. Determinou-se directamente a percentagem de C, 
H, N e S e por diferença a percentagem de O ( )%%%(%100% SNHCO +++−= ). 
 
2.6.2 ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS 
A fim de se obterem espectros de UV-Vis dos AH estes foram dissolvidos em solução de 
NaH2PO4 50 mM. As soluções de análise (10 e 100 mg L-1) foram obtidas através de uma 
solução stock de 200 mg L-1. Os espectros foram obtidos num espectrómetro UV-2101PC 
da Shimadzu, entre 200 e 700 nm, com intervalo de dados e largura de fenda do 
monocromador de 1 nm. 
 
2.6.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO 
Os espectros de infravermelho das amostras de AH foram obtidos num espectrómetro 
Equinox 55 da Bruker com transformada de Fourier (FT-IR). 
As pastilhas foram preparadas a partir da moagem de 2 mg (aprox.) de amostra de 
AH com 280 a 300 mg de KBr, utilizando-se para a homogeneização um almofariz de 
ágata e uma prensa manual para fazer a pastilha. 
Após se terem testado diversos varrimentos e comparadas as respectivas resoluções, 
optamos por utilizar os seguintes parâmetros de aquisição: 
- 32 varrimentos; 
- 4 cm-1 de resolução; 
- no intervalo de 4000 a 400 cm-1. 
 
2.6.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA MOLECULAR 
Os espectros 3D de fluorescência molecular foram obtidos num espectrofluorímetro 
FluoroMax-3 da HORIBA Jobin Yvon controlado através do software DataMax.  
 As soluções de AH analisadas foram preparadas a partir da solução stock de 200 
mg L-1 em NaH2PO4 50mM, numa concentração de 1 mg L-1. 
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Com o intuito de se corrigirem os espectros de modo a estabelecer comparações 
com outras amostras de AH, utilizou-se sulfato de quinina como substância de referência. 
 Para a obtenção das matrizes de excitação-emissão (espectros 3D) os parâmetros 
seleccionados foram os seguintes: 
 - comprimento de onda de excitação de 320 a 600 nm; 
 - comprimento de onda de emissão de 340 a 600 nm; 
 - larguras das fendas de excitação e de emissão de 5 nm; 
 - incrementos nos comprimentos de onda na excitação e na emissão de 5 nm; 
 - tempo de integração de 0,1 s.  
 
2.6.5 ESPECTROSCOPIA DE RMN CP-MAS DE 13C 
A aquisição dos espectros de RMN CP-MAS de 13C dos AH foi efectuada nas mesmas 
condições que os espectros das amostras de solo. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
3.1 CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE SOLO 
3.1.1 CARACTERIZAÇÃO PRÉVIA DAS AMOSTRAS 
A caracterização das amostras de solo foi efectuada pelo RAIZ. Esta inclui a localização 
geográfica, litologia e caracterização física e química dos solos. O resultado das mesmas 
nas Tabelas 3.1.1 e 3.1.2. 
 Da informação contida nas Tabelas 3.1.1 e 3.1.2 é de interesse para este trabalho a 
localização dos locais de ensaio e o teor da matéria orgânica do solo. 
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Tabela 3.1.1: Localização geográfica e caracterização física das amostras de solo. 
 
 
Pedregosidade (pedreg), Densidade Aparente do Solo (DensAparSolo), Cc (Capacidade de campo), Ce (Coeficiente de emurchecimento) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                  
   Prof_Colheita  Pedreg  DensAparSolo  Areia_Grossa  Areia_Fina  Limo  Argila  Cc  Ce  Textura Cod_Ensaio 
 
Concelho 
 
Litologia 
 cm  %  g cm-3  %  %  %  %  %  %   
                                                  
                         
SNF176  Montijo  Areias  0-10  5  1,51  65,40  21,60  9,80  3,20  11,00  2,70  AF 
SNF176  Montijo  Areias  10-20  5  1,42  65,40  21,60  9,80  3,20  7,90  2,40  AF 
SNF189QQ  Vieira do Minho  Granito  0-10  10  0,86  56,71  15,8  12,7  14,8  34,7  21  FA 
SNF189QQ  Vieira do Minho  Granito  10-20  10  0,76  50,87  20  10,4  18,8  38,2  25  FA 
SNF189CBN  Chamusca  Calhaus rolados  0-10  20  1,45  65,71  17,8  8,3  8,3  12,2  8,1  AF 
SNF189CBN  Chamusca  Calhaus rolados  10-20  20  1,49  67,63  14  10,2  8,2  14,9  9,6  FA 
SNF189A  Gavião  Calhaus rolados  0-10  5  1,28  47,19  32,2  10,3  10,3  9,5  5,4  FA 
SNF189A  Gavião  Calhaus rolados  10-20  5  1,32  46,01  31,3  10,3  12,4  17,8  9,6  AF 
SNF189C  Odemira  Xisto e grauvaque  0-10  50  0,95  12,03  24,1  41,2  22,7  28,4  13  FL 
SNF189C  Odemira  Xisto e grauvaque  10-20  50  0,97  18,48  19,6  39,2  22,7  23,4  9,8  FL 
SNF189CHP  Amarante  Xisto e grauvaque  0-10  65  1,08  23,56  49,7  16,5  10,3  19,6  5,9  FA 
SNF189CHP  Amarante  Xisto e grauvaque  10-20  65  1,16  26,05  47,6  14,2  12,2  18,3  6,2  FA 
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Tabela 3.1.2: Caracterização química das amostras de solo. 
                                
pH_H2O MO Ca_acet Mg_acet K_acet Na_acet Al GSBe N P B Cu Zn Fe Mn Cod_Ensaio 
 % cmol kg-1 cmol kg-1 cmol kg-1 cmol kg-1 cmol kg-1 % % mg kg-1 mg kg-1 mg kg-1 mg kg-1 mg kg-1 mg kg-1 
                                
                
SNF176 6,00 1,45 1,92 0,29 0,11 0,07 0,18 93,00 0,031 17,90 1,17 0,2 0,9 36,3 18,9 
SNF176 5,10 0,83 0,58 0,16 0,11 0,06 0,53 63,19 0,016 8,73 0,63 0,3 0,7 51,7 4 
SNF189QQ 4,70 8,83 0,19 0,11 0,18 0,10 2,75 17,42 0,569 11,35 1,32 0,2 2,3 299,2 3,3 
SNF189QQ 4,80 8,84 0,21 0,13 0,18 0,08 1,72 25,86 0,495 8,73 0,74 0,3 2,1 226,6 3,9 
SNF189CBN 5,20 5,48 1,60 0,37 0,13 0,06 0,74 74,48 0,144 4,80 1,38 0,5 1,4 159,5 2 
SNF189CBN 5,10 3,47 0,26 0,19 0,11 0,04 1,15 34,29 0,106 0,87 0,76 0,6 0,7 94,6 0,7 
SNF189A 5,20 5,62 0,77 0,40 0,06 0,03 0,86 59,43 0,112 0,44 0,06 0,6 1 51,7 0,6 
SNF189A 5,10 3,83 0,43 0,16 0,07 0,03 1,00 40,83 0,09 0,44 0,18 0,5 1 34,1 0,3 
SNF189C 5,10 4,48 0,58 0,48 0,14 0,22 1,05 57,49 0,225 7,86 0,5 1,8 1,3 40,7 61,6 
SNF189C 5,00 4,90 1,26 0,59 0,11 0,21 0,94 69,77 0,199 18,34 0,52 2,2 1,6 41,8 63,8 
SNF189CHP 4,60 6,45 0,18 0,21 0,14 0,17 1,89 27,03 0,179 4,80 2,51 0,4 1,7 157,3 3,1 
SNF189CHP 4,70 5,64 0,03 0,11 0,13 0,19 2,03 18,47 0,149 16,16 2,51 0,6 3,8 117,7 1,5 
                                
 
 
 
Grau de Sturação em Bases (GSBe) 
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3.1.1.1 TAXA DE MINERALIZAÇÃO DO AZOTO 
A taxa de mineralização do azoto nas amostras de solo foi determinada por ensaios da 
responsabilidade do RAIZ (Tabela 3.1.3). As amostras foram analisadas quanto ao teor de 
humidade e de N-NH4+ e N-NO3- quando chegaram ao laboratório (tempo zero) e após um 
período de incubação de 28 dias. Durante a incubação foram mantidas condições óptimas 
de modo a que a mineralização a ocorrer fosse máxima. Ao fim dos 28 dias analisaram-se 
novamente o teor de humidade e de N-NH4+ e N-NO3-. A taxa de mineralização 
corresponde à soma da variação de N-NH4+ e N-NO3- ( NNONNHN −∆+−∆= −+ 34min ). 
Tabela 3.1.3: Taxa de mineralização do azoto. 
Amostra N / µg g-1 dia-1 
SNF 176 0,15 
SNF 189A 0,06 
SNF 189QQ 0,87 
SNF 189C 0,33 
SNF 189CHP 0,12 
SNF 189CBN 0,44 
 
3.1.2 ESPECTROSCOPIA DE RMN CP-MAS DE 13C 
Da observação dos espectros de RMN (Figura 3.1) obtidos para as 6 amostras de solos 
podem verificar-se, logo à partida, grandes diferenças no que diz respeito há quantidade de 
matéria orgânica, visto que as intensidades dos picos são bastantes distintas. No entanto, 
alguns dos picos apresentados, são comuns a todas as amostras. Seguidamente, efectua-se 
uma análise dos espectros, numa tentativa de identificar/atribuir desvios químicos 
característicos de determinados grupos funcionais que possam levar a uma caracterização 
da matéria orgânica das amostras. Para melhor interpretar a informação obtida a partir dos 
espectros de RMN, estes foram divididos em intervalos (de acordo com as atribuições que 
se encontram na Tabela 3.1.4) determinaram-se as suas áreas e respectivas áreas relativas 
(área do intervalo / área total do espectro) (Figura 3.2). 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
43 
 
050100150200
desvio químico (ppm)
SNF 189C SNF 189CBN SNF 189CHP SNF 176 SNF 189QQ SNF 189A
Região dos
carboxilos e carbonilos
Região aromática Região alifática
 
Figura 3.1: Espectros de RMN CP-MAS de 13C das amostras de solo. 
 
Numa perspectiva semi-quantitativa pode aferir-se que as amostras de solo em 
estudo possuem um teor mais elevado de carbonos alifáticos em cadeias não substituídas (0 
– 45 ppm) do que de outro tipo. Seguem-se os carbonos alifáticos ligados a oxigénio por 
ligações simples (álcoois e éteres), nomeadamente C2 a C5 em hidratos de carbono (65 – 90 
ppm). Os carbonos de grupos aromáticos não substituídos ou substituídos em cadeias 
alifáticas (C=C) (108 – 140ppm) estão também presentes numa quantidade significativa. 
Nas regiões do espectro de 45 a 65 ppm e de 90 a 108 ppm as intensidades são mais baixas. 
A desvios químicos mais elevados (a partir de 190 ppm) as amostras quase não apresentam 
sinal, podendo-se verificar que possuem um teor extremamente reduzido de carbonos 
pertencentes a grupos carbonilo. 
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Tabela 3.1.4: Atribuições de ressonâncias de carbono nos respectivos intervalos de desvio químico (adaptada 
de Rocha, 2007) 
Intervalo Atribuição 
 
0 – 45 ppm 
 
Carbonos alifáticos em cadeias não substituídas (-CH3; -(CH2)n) 
10 – 20 ppm: Carbonos de grupos metilo terminais (CH3) 
29 – 33 ppm: Carbonos de grupos metileno em posições α, β, δ e ε relativamente 
a grupos metilo terminais (-CH2ε-CH2δ-CH2β -CH2α-CH3) 
35 – 50 ppm: Carbonos de grupos metileno em cadeias ramificadas 
25 – 50 ppm: Carbonos de grupos metileno 
 
45 – 65 ppm Carbonos ligados por ligações simples a um átomo de oxigénio ou azoto 
Carbonos em grupos metoxilo (-O-CH3) (sinal a ≈56 ppm, geralmente atribuído a 
metoxilos de unidades siringilo e guaiacilo de unidades estruturais de lenhina) 
Carbonos em grupos etoxilo (-CH2-OH) (por ex. hidratos de carbono) 
Carbonos de grupos amina e de grupos amida de péptidos 
 
65 – 90 ppm Carbonos alifáticos ligados ao oxigénio por ligações simples (álcoois e éteres), 
nomeadamente C2 ao C5 em hidratos de carbono (>CH-OH) 
 
90 – 108 ppm Carbonos ligados por ligação simples a dois átomos de oxigénio, nomeadamente 
carbonos anoméricos em hidratos de carbono e/ou acetais 
 
108 – 140 ppm Carbonos aromáticos não substituídos ou substituídos com cadeias alifáticas 
(C=C) 
 
140 – 160 ppm Carbonos aromáticos ligados a oxigénio ou azoto 
Ressonâncias normalmente relacionadas com unidades estruturais da lenhina 
 
160 – 190 ppm Carbonos dos grupos carboxilo, amida e éster, por ex., em lípidos e em proteínas 
(-COOH; -CO-NH2; COOR) 
 
190 – 230 ppm Carbonos de grupos carbonilo (aldeídos, cetonas e quinonas) (C=O) 
 
 
 
Na região alifática pode verificar-se a existência de 3 picos bem destacados em 
todas as amostras. O primeiro, a 32 ppm, pode corresponder a carbonos de grupos metileno 
em cadeias simples ou aneis alifáticos (Kogel-Knabner, 1997; Mao et al., 2000; Rocha, 
2007). A 71-72 ppm, encontra-se também um pico bem evidenciado, o qual pode ser 
atribuído a carbonos alifáticos ligados a oxigénio por ligações simples, como é o caso dos 
álcoois, éteres e açúcares (Dignac et al., 2002; Lima, 2007; Liu et al., 2009; Mao et al., 
2000; Mao et al., 2008; Rocha, 2007) e ainda ao Cα de alguns aminoácidos (Kogel-
Knabner, 1997). O último pico desta região situa-se a 103 ppm e corresponde, 
provavelmente, a carbonos anoméricos em hidratos de carbono e/ou acetais, ligados por 
ligações simples a dois átomos de oxigénio (Esteves, 1995; Lima, 2007; Mao et al., 2000; 
Mao et al., 2008; Rocha, 2007). 
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Figura 3.2: Áreas relativas dos intervalos dos espectros de RMN de 13C das amostras de solo. 
 
Ainda na região alifática, são de referir picos que podem diferenciar a composição 
de AH nas amostras. A 8 ppm, as amostras SNF 189A e SNF 189QQ apresentam um 
pequeno pico, o qual se pode dever há presença de carbonos de grupos metilo terminais 
(Kogel-Knabner, 1997; Mao et al., 2000; Rocha, 2007). Embora não apareçam a partir da 
linha de base, as amostras SNF 189A, SNF 189CHP e SNF 189QQ, apresentam picos com 
desvio químico a 54 ppm. Este desvio pode dever-se à existência de carbonos ligados 
através de ligações simples a átomos de oxigénio ou azoto, sendo exemplo disso, grupos 
metoxilo (-O-CH3) (sinal a ≈56 ppm, geralmente atribuído a metoxilos de unidades 
siringilo e guaiacilo de unidades estruturais de lenhina), grupos etoxilo (-CH2-OH) (por ex. 
hidratos de carbono) e carbonos de grupos amina e de grupos amida de péptidos (Dignac et 
al., 2002; Kogel-Knabner, 1997; Lima, 2007; Liu et al., 2009; Mao et al., 2000; Mao et al., 
2008; Rocha, 2007).  
A região aromática não apresenta picos bem demarcados, no entanto é possível 
distinguir um pico a 114-115 ppm nas amostras SNF 189A e SNF 189CHP, o qual 
aparentemente indica a existência de carbonos aromáticos com ligações C-H e, de um 
modo geral, para todas as amostras, um pico a 128 ppm, o qual pode ser atribuído carbonos 
aromáticos C-H ou C-C (Dignac et al., 2002; Esteves, 1995; Lima, 2007; Mao et al., 2000; 
Ussiri and Johnson, 2003). 
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Para desvios químicos mais elevados (>160 ppm), encontra-se a região dos 
carboxilos e carbonilos. Nesta zona, entre 171 e 175 ppm, todas as amostras apresentam 
um pico, o qual pode dever-se a carbonos de grupos carboxilo, amida e éster, por ex., em 
lípidos e proteínas (Dignac et al., 2002; Esteves, 1995; Kogel-Knabner, 1997; Lima, 2007; 
Mao et al., 2000; Rocha, 2007; Ussiri and Johnson, 2003). 
 Observando a Figura 3.2 destaca-se de imediato a quantidade relativa de carbonos 
alifáticos em cadeias não substituídas (0 a 45 ppm) que a amostra SNF 189C apresenta. As 
outras amostras possuem maiores semelhanças entre elas no que diz respeito ao teor 
relativo do tipo de carbonos que possuem. No entanto, deve ter-se em consideração a 
amostra SNF 176, pois esta apresenta um maior equilíbrio no que se refere à proporção dos 
diversos grupos funcionais. 
 
 Para avaliar a possível influência do N do solo detectável por espectrometria de 
RMN relacionaram-se as áreas relativas dos respectivos intervalos de desvio químico com 
a taxa de mineralização do N no solo (Figura 3.3). 
 
Figura 3.3: Relação entre desvios químicos de grupos que possam conter azoto e a taxa de mineralização do 
mesmo. 
 
 Através da Figura 3.3 é possível verificar que o tipo de compostos detectados nos 
intervalos de desvios químicos onde possa estar contido azoto não tem influência sobre a 
taxa de mineralização de azoto (as correlações são inferiores a 0,2).  
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3.1.3 CONTEÚDO DE ÁCIDOS HÚMICOS NO SOLO 
Previamente à diálise dos AH, fizeram-se análises termogravimétricas dos mesmos, 
podendo-se garantir que estes possuíam um teor de cinzas inferior a 5 %. Após a diálise as 
amostras de AH foram congeladas e liofilizadas para serem posteriormente analisadas por 
diversas técnicas. 
O teor de AH nas diversas amostras de solo está representado na Tabela 3.1.5, 
tendo sido determinado por pesagem dos mesmos após a sua extracção.  
Tabela 3.1.5: Conteúdo de ácidos húmicos no solo. 
Amostra MO / % no solo AH / % no solo AH / % na MO 
SNF176 1,14 0,137 12,03 
SNF189A 4,73 0,101 2,14 
SNF189QQ 8,84 0,481 5,45 
SNF189C 4,69 0,347 7,39 
SNF189CHP 6,05 0,176 2,92 
SNF189CBN 4,48 0,317 7,08 
  
Com base nos resultados apresentados facilmente se verifica que a qualidade da 
MO das amostras varia. A amostra SNF 176 apresenta baixo teor de AH no solo 
comparativamente com a amostra SNF 189QQ, a qual possui cerca de três vezes mais 
quantidade. No entanto, da MO presente no solo, a amostra SNF 176 é a que possui maior 
percentagem de ácidos húmicos. 
Assim, mesmo antes de se iniciarem as determinações que visam a caracterização 
das amostras de ácidos húmicos, sabe-se já à partida que a qualidade da MO dos solos está 
distribuída de modo não uniforme nas diferentes amostras. 
Na página seguinte encontram-se as representações dos teores de MO e AH contra 
a taxa de mineralização de N nos solos (Figuras 3.4 e 3.5). 
O desenvolvimento deste trabalho teve como ponto de partida o facto de num leque 
de 33 amostras de solo estudadas se verificar uma dependência da taxa de mineralização de 
N face ao conteúdo de MO. No entanto essa dependência não ocorria do mesmo modo para 
todas as amostras. Assim, foram seleccionadas 6 (as amostras alvo de estudo neste 
trabalho) com características bem distintas. Este facto faz com que a correlação existente 
entre o teor de MO e a taxa de mineralização de N das amostras seleccionadas (r=0,6815) 
seja inferior à correlação existente no total das 33 amostras (para as quais se estudou a taxa 
de mineralização de N; r=0,53). 
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Figura 3.4: Teor de matéria orgânica no solo versus taxa de mineralização de N no solo. 
 
Figura 3.5: Teor de ácidos húmicos no solo versus taxa de mineralização de N no solo. 
 
 Da Figura 3.5 pode aferir-se que o teor de AH no solo influência a taxa de 
mineralização de N no mesmo (r=0,9446). Deste modo verifica-se que a qualidade da MO 
é um factor que influência a taxa de mineralização do N no solo, pois o teor de MO não se 
correlaciona com a referida taxa de mineralização mas o teor de AH sim. 
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3.2 CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE ÁCIDOS HÚMICOS 
3.2.1 ANÁLISE ELEMENTAR 
O resultado da AE encontra-se na Tabela 3.2.1. As percentagens de C, H, N e S foram 
determinadas experimentalmente, enquanto que a de O foi calculada por diferença 
( )%%%(%100% SNHCO +++−= ). Os valores apresentados são a média de duas 
determinações. Não se efectuou a correcção dos valores quanto ao teor de cinzas e 
humidade pois não houve oportunidade de realizar uma análise termogravimétrica nas 
amostras de AH (apenas antes da diálise dos mesmos). Os valores obtidos anteriormente à 
diálise não foram considerados para as eventuais correcções uma vez que as amostras se 
encontravam excessivamente molhadas. De qualquer modo, a fim de comparar as amostras 
entre si, este facto deverá ter pouca influência, uma vez que as amostras foram preparadas 
e armazenadas sempre nas mesmas condições. 
Tabela 3.2.1: Teor de C, H, N, S e O nas amostras de AH. 
Amostra C (%) H (%) N (%) S (%) O (%) 
AH 176 48,02 4,999 2,774 0,344 43,86 
AH 189 A 50,76 5,951 2,257 0,157 40,88 
AH 189 QQ 49,91 4,670 3,401 0,240 41,78 
AH 189 C 51,81 5,096 2,609  40,49 
AH 189 CHP 51,25 5,268 3,240 0,211 40,03 
AH 189 CBN 52,72 5,401 2,646 0,302 38,93 
 
Os teores dos vários elementos nos AH estão de acordo com os valores referidos na 
literatura (Amir et al., 2008; Campitelli and Ceppi, 2008; Stevenson, 1982). 
 
3.2.1.1 RAZÕES C/H, C/N E C/O 
A fim de se obter uma melhor interpretação dos resultados obtidos por AE, determinaram-
se as razões atómicas C/H, C/N e C/O. Os resultados destas determinações encontram-se 
na Tabela 3.2.2 e estão representados na Figura 3.6. 
Valores mais baixos de C/H de AH sugerem menor maturidade da matéria, menor 
condensação e menor teor de anéis aromáticos substituídos  (Campitelli and Ceppi, 2008; 
Rocha, 2007). Embora as amostras de AH em estudo apresentem pouca variação nas suas 
razões C/H, pode aferir-se q a AH 189A possua mais estruturas alifáticas, por oposição à 
AH 189QQ, a qual possui a maior razão atómica C/H. 
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Tabela 3.2.2: Razões C/H, C/N e C/O das amostras de AH. 
Amostra Razão C/H Razão C/N Razão C/O 
AH 176 9,61 17,31 1,09 
AH 189 A 8,53 22,49 1,24 
AH 189 QQ 10,69 14,68 1,19 
AH 189 C 10,17 19,86 1,28 
AH 189 CHP 9,73 15,82 1,28 
AH 189 CBN 9,76 19,93 1,35 
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Figura 3.6: Razões C/H, C/N e C/O das amostras de AH. 
 
  A determinação da razão C/N é indicativa do conteúdo em grupos 
funcionais azotados. Amostras com valores C/N menores possuem então maior teor de 
grupos com azoto. Das amostras de AH estudadas pode ver-se com facilidade diferenças 
entre elas, aumentando o conteúdo de grupos funcionais azotados do seguinte modo: 
 
AH 189A      AH 189CBN      AH 189C      AH 176      AH189CHP      AH189QQ 
 
Conteúdo de grupos funcionais azotados 
  
As razões C/O das diferentes amostras de AH são similares, sugerindo um grau de 
oxidação semelhante entre as amostras. 
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A razão C/N pode ser um dos factores principais que controlam a mineralização do 
solo. Por este motivo, esta razão atómica foi relacionada com a taxa de mineralização de N 
nos solos (Figura 3.7) numa tentativa de explicar tal facto. 
 
 
Figura 3.7: Razão C/N dos AH versus taxa de mineralização de N nos respectivos solos. 
 
Como se pode ver na Figura 3.7, a razão C/N dos AH não se correlaciona com a 
taxa de mineralização de N nos solos. No entanto, este resultado em nada contradiz o facto 
da razão C/N dos solos ser um dos factores que afectam a referida mineralização 
(Carranca, 2000). 
 
3.2.2 ESPECTROSCOPIA DE UV-VIS 
Os espectros de UV-Vis dos AH (a 10 mg L-1) extraídos dos solos encontram-se 
representados na Figura 3.8. Os espectros das diversas amostras têm um aspecto 
semelhante, exceptuando-se o caso da AH 189QQ. 
 A aplicação desta técnica espectroscópica na análise de AH visa a determinação da 
razão E4/E6, calculada através dos valores de absorvância medidos a 465 e 665 nm. Os 
valores da razão E4/E6 das amostras de AH encontram-se na Tabela 3.2.3. 
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Figura 3.8: Espectros de UV-Vis dos AH extraídos dos solos. 
 
Tabela 3.2.3: Razão E4/E6 dos AH extraídos dos solos. 
Amostra Razão E4/E6 
AH 176 4,61 
AH 189A 6,14 
AH 189C 4,86 
AH 189CBN 7,53 
AH 189CHP 8,29 
AH 189QQ 4,78 
 
Algumas das amostras em estudo apresentam quocientes um pouco elevados, pois 
seria de esperar que AH de solos tivessem uma razão E4/E6 < 5,0; valores compreendidos 
entre 6,0 e 8,5 são mais comuns em AF (Chen et al., 2002). 
A razão E4/E6 tem vindo a ser utilizada como uma medida do grau de humificação 
(Campitelli and Ceppi, 2008; Droussi et al., 2009; Peuravuori and Pihlaja, 1997). Com 
base no pressuposto de que o progresso da humificação é acompanhado pelo decréscimo 
da referida razão, pode aferir-se que: 
AH 189CHP      AH 189CBN      AH 189A      AH 189C      AH189QQ      AH176 
 
Humificação 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
53 
 Pretendendo-se verificar se esta medida da humificação é um factor determinante 
no processo de mineralização, fez-se o gráfico razão E4/E6 versus taxa de mineralização do 
N no solo (Figura 3.9). Pelo resultado obtido pode concluir-se que não existe relação entre 
ambos. 
 
Figura 3.9: Razão E4/E6 versus taxa de mineralização do N no solo. 
3.2.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO 
Os espectros de FT-IR das amostras de AH encontram-se representados na Figura 3.10. As 
atribuições das bandas características estão resumidas na Tabela 3.2.4. 
Todos os espectros das amostras de AH apresentam uma banda larga centralizada 
entre 3400 e 3350 cm-1, atribuída a vibrações da elongação de ligações O-H (de álcoois e 
fenóis) mas também a N-H de vários grupos funcionais (chem.csustan, 1998; Droussi et 
al., 2009; Mao et al., 2008; Santin et al., 2009; Senesi et al., 2003). 
 As bandas que surgem a uma frequência de 2923 e 2853 cm-1 devem-se à 
elongação simétrica e assimétrica da ligação C-H de grupos metileno de cadeias alifáticas, 
sendo a primeira mais intensa que a segunda. Estas frequências foram também detectadas 
por Droussi et al. (2009) e por Senesi et al. (2003), no entanto outros autores nas amostras 
que estudaram observaram apenas uma banda na região de 2950 a 2900 cm-1 (Rocha, 2007; 
Santin et al., 2009). 
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Tabela 3.2.4: Principais bandas de absorção de SH, adaptado de (Droussi et al., 2009; Mao et al., 2008; 
Senesi et al., 2003) 
Frequência (cm-1) Atribuição 
 
3450-3300 
 
 
Elongação O-H, elongação N-H (vestigial), ligação de hidrogénio OH 
 
3006 Elongação C-H em compostos aromáticos 
 
2925 e 2854 Elongação simétrica e assimétrica de C-H de grupos CH2 
 
1725-1710 Elongação C=O de aldeídos, cetonas e COOH 
 
1651-1640 Vibrações de C=C de compostos aromáticos, elongação C=O de grupos amida 
(banda I de amidas), C=O de quinonas e/ou ligações-H de cetonas conjugadas 
 
1547-40 e 1507 Deformação de N-H e elongação C=N de amidas (banda II de amidas), 
elongação C=C de compostos aromáticos 
 
1463-1457 Flexão assimétrica C-H de grupos CH3 
 
1420 Deformação O-H, elongação C-O de grupos fenólicos e elongação C=N de 
amidas primárias (banda III de amidas) 
 
1400-1380 Elongação assimétrica de COO-, flexão C-H de grupos CH2 e CH3 
 
1266-1265 Elongação C=O de esteres arilicos 
 
1227-1220 Elongação C-O de esteres arilicos e fenóis 
 
1120-1111 Elongação C-O de álcoois secundários 
 
1080-1030 Elongação C-O de polissacarídeos ou substâncias tipo polissacarídeos ou 
impurezas SiO2 
 
975-775 Flexão “fora do plano” C-H de aromáticos 
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Figura 3.10: Espectros de FT-IR das amostras de ácidos húmicos. 
 
 As principais diferenças que se esperam encontrar na análise de espectros de FT-IR 
de amostras de AH situam-se na zona de “fingerprint”, na região abaixo de 1800 cm-1. A 
1717 e a 1625 cm-1 surgem duas bandas, a segunda mais intensa que a primeira. A primeira 
deve-se à elongação da ligação C=O essencialmente de grupos carboxílicos (mas também 
de aldeídos ou cetonas) e a segunda é principalmente atribuída à elongação C=O de grupos 
amida (banda I de amidas) mas também a C=O de quinonas e ligações de hidrogénio de 
cetonas conjugadas (Senesi et al., 2003). As amostras AH 176, AH 189CBN, AH 189CHP 
e AH 189QQ apresentam uma banda a ≈ 1230 cm-1 (elongação C-O e deformação O-H de 
grupos COOH), a qual juntamente com a frequência registada a 1717 cm-1 são indicativas 
da presença de grupos carboxílicos (Santin et al., 2009). Exceptuando no espectro da 
amostra AH 189QQ, é possível observar nos restantes um ligeiro sinal a 1542 cm-1 e outro 
a 1508 cm-1 para as amostras AH 176, AH 189C e AH 189CBN. Estas frequências são 
preferencialmente atribuídas à deformação de ligações N-H e elongação de C=N de amidas 
(banda II de amidas), podendo ainda dever-se à elongação da ligação C=C de composto 
aromáticos (Droussi et al., 2009; Fernández et al., 2009; Mao et al., 2008; Santin et al., 
2009). Entre 1455 e 1380 cm-1 as amostras apresentam três sinais de intensidade 
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semelhante comuns a todas elas. A banda a 1455 cm-1 é atribuída à flexão assimétrica da 
ligação C-H de grupos metilo (Droussi et al., 2009; Senesi et al., 2003), a frequência 1419 
cm-1 deve-se à vibração da deformação da ligação O-H e da elongação da ligação C-O de 
grupos fenólicos (Droussi et al., 2009; Mao et al., 2008) ou ainda pela vibração da ligação 
C=N de amidas primárias (banda III de amidas) (Senesi et al., 2003). A última destas três 
bandas surge a ≈ 1383 cm-1 e é provocada pela vibração da elongação assimétrica COO- 
e/ou pela flexão da ligação C-H de grupos metilo e metileno (Droussi et al., 2009). A 
banda que se segue é um pouco larga, variando a sua centralização consoante as amostras. 
Nas amostras AH 189C, AH 189A e AH 189CBN está centralizada a 1262 cm-1, levando a 
acreditar que se deve à vibração da elongação da ligação C=O de esteres arilicos (Droussi 
et al., 2009). As amostras AH 176, AH 189CHP e AH 189QQ possuem a banda 
centralizada a 1236 cm-1, devendo-se tratar de grupos carboxílicos pela razão já 
mencionada. Os espectros das amostras AH 176, AH 189C e AH 189A têm uma pequena 
banda a 1128 cm-1, a qual pode ser atribuída à vibração da elongação da ligação C-O de 
álcoois secundários e/ou éteres (Droussi et al., 2009; Mao et al., 2008). Entre 1080 e 1033 
cm-1 todas as amostras apresentam um pico (ou dois) ligeiro(s), o que se pode dever à 
vibração da elongação da ligação C-O de polissacarídeos ou substâncias do tipo 
polissacarídeos ou ainda a impurezas de SiO2 (Mao et al., 2008; Santin et al., 2009). A 771 
cm-1 os espectros das várias amostras de AH têm uma banda fraca, a qual se possa dever à 
vibração da ligação C-H “fora do plano” de aromáticos (Senesi et al., 2003). No espectro 
da  amostra AH 189QQ foi detectada uma banda a 583 cm-1, a qual não é comum e a 
atribuição desconhecida. 
 Não esquecendo que um dos objectivos principais é a identificação de grupos 
azotados em AH, por FT-IR foi possível identificar a presença de amidas, uma vez que nos 
espectros surgem bandas aos três valores de frequência que as permitem identificar. No 
entanto, em relação à amostra AH 189QQ não se pode aferir com a mesma segurança este 
resultado, dado que o espectro não apresenta a banda II característica das amidas. 
 
3.2.4 ESPECTROSCOPIA DE FLUORESCÊNCIA MOLECULAR 
Para estudar as propriedades fluorescentes dos ácidos húmicos extraídos das amostras de 
solos, foram obtidas as matrizes de excitação-emissão (espectros 3D) a partir de soluções 
de AH extraídos dos solos em estudo. 
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 As matrizes de excitação-emissão encontram-se representadas em gráficos mesh 
(Figura 3.11) e contour (Figura 3.12) para uma melhor percepção da informação neles 
contida. A partir destes “extraíram-se” os espectros síncronos, com ∆λ=60 nm e ∆λ=20 
nm. 
   
   
    
Figura 3.11: Espectros 3D (mesh) das amostras de ácidos húmicos. 
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Todas as amostras em estudo apresentam picos característicos (nas matrizes de 
excitação-emissão) de ácidos húmicos a λex < 320 nm (não é possível saber a sua 
localização exacta devido aos parâmetros de aquisição utilizados) com um ombro a 360 nm 
(Santin et al., 2009; Sierra et al., 2005b) e outro pico a 440425 ≤≤ λ nm. A amostra AH 
189CHP apresenta um outro pico a 455 nm. No entanto, a intensidade de fluorescência 
registada é bastante diferente (notar que os gráficos não se encontram todos na mesma 
escala). 
Nas matrizes de excitação-emissão o ombro que surge para λex = 360 nm está de 
acordo com os estudos de Sierra et al. (2005b) e Peuravuori et al. (2002), sendo atribuído a 
compostos policiclicos aromáticos com 3 ou 4 anéis benzénicos fundidos. O outro pico 
situado a 440425 ≤≤ λ nm situa-se na mesma gama de λex detectado também por Droussi 
et al. (2009), os quais o atribuem à presença de chinon conjugados e unidades fenólicas 
com elevado grau de policondensação. Outros autores detectaram em matrizes de 
excitação-emissão de ácidos húmicos, para λex > 400 nm, máximos de emissão a λex=415 e 
465 nm (Chen et al., 2003) e a aproximadamente 400 e 460 nm (Peuravuori et al., 2002). 
Os espectros síncronos são geralmente obtidos com ∆λ=18 nm (Chen et al., 2003; 
Droussi et al., 2009; Peuravuori et al., 2002; Santin et al., 2009; Shirshova et al., 2009). 
Neste estudo optou-se por ∆λ=60 nm e ∆λ=20 nm (Figura 3.13) numa tentativa de se 
retirar mais informação a partir dos mesmos. 
As amostras de AH deste estudo apresentam picos de fluorescência (∆λ=60 nm) a 
375360 ≤≤ λ  nm e 450440 ≤≤ λ  nm. O pico que se encontra a menores comprimentos 
de onda tem vindo a ser detectado por outros autores (Kalbitz et al., 1999; Shirshova et al., 
2009; Sierra et al., 2005b), embora seja considerado mais característico de ácidos fúlvicos. 
A amostra AH 176 possui ainda um ombro a λ=500 nm e a amostra AH 189CHP um 
ligeiro pico a λ=525 nm. A gama de comprimentos de onda compreendida entre 480 e 
520nm pode dever-se a grupos carboxilicos e fenólicos (Shirshova et al., 2009). Este 
resultado vai de encontro ao obtido por FT-IR, pois estas amostras já demonstravam 
possuir grupos carboxílicos. 
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Figura 3.12: Espectros 3D (contour) das amostras de ácidos húmicos. 
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Figura 3.13: Espectros síncronos (∆λ=60 nm e ∆λ=20 nm) das amostras de ácidos húmicos. 
 
Nos espectros síncronos ∆λ=20 nm observam-se maiores diferenças no que diz 
respeito ao número de pico observados (em relação à intensidade de fluorescência a 
diferença entre as amostras já era bem notória com ∆λ=60 nm). São de realçar as 
diferenças evidentes da amostra AH 189CHP, a qual apresenta um sinal acentuado a 440 e 
a 570 nm, e da AH 189C que possui um grande ombro a 520 nm. A fluorescência a 
comprimentos de onda mais longo e de baixa intensidade pode resultar de factores 
estruturais de SH, como a condensação linear de anéis aromáticos e de outras ligações 
insaturadas capazes de se conjugarem com facilidade. Estando presentes grupos 
substituintes carbonilo, hidroxilo, alcoxilo e amino nos compostos a tendência também 
será para que fluoresçam a comprimentos de onda mais longos. 
A partir dos espectros síncronos pode determinar-se o grau de humificação das 
amostras (Fuentes et al., 2006; Kalbitz et al., 1999; Santin et al., 2009). A intensidade dos 
picos característicos varia dependendo do grau de humificação da amostra. A região a 
maiores do espectro a comprimentos de onda (zona do vermelho) é associada a núcleos 
aromáticos substituídos e/ou conjugados, ou sistemas insaturados conjugados com 
electrões bastante deslocalizados. A região a menores comprimentos de onda (zona do 
azul) é associada a compostos mais simples. Deste modo, pode utilizar-se a razão entre a 
intensidade de fluorescência a 400 e 360nm, ou 470 e 360nm para medir o grau de 
humificação das SH em solução.  
 Seguidamente encontram-se, na Tabela 3.2.5, os valores de intensidade de 
fluorescência considerados para a determinação do grau de humificação, obtidos através 
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dos espectros síncronos ∆λ=20 nm. As razões entre as intensidades de fluorescência estão 
representadas na Figura 3.14. 
Tabela 3.2.5: Razões de intensidade de fluorescência das amostras de ácidos húmicos. 
Amostra IF360 IF400 IF470 IF400/IF360 IF470/IF360 
AH 176 0,3923 0,5334 1,9607 1,3597 4,9980 
AH 189A 0,1395 0,1001 0,5027 0,7176 3,6036 
AH 189C 0,3659 0,3552 1,4382 0,9708 3,9306 
AH 189CBN 0,1807 0,1175 0,3899 0,6502 2,1577 
AH 189CHP 0,2702 0,1571 0,7018 0,5814 2,5973 
AH 189QQ 0,6148 0,5756 1,4636 0,9362 2,3806 
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Figura 3.14: Razões de intensidades de fluorescência das amostras de ácidos húmicos. 
 
As razões entre as intensidades de fluorescência das diversas amostras relacionam-
se do seguinte modo:  
AH 189CBN < AH 189QQ < AH 189A < AH 189C < AH 176, 
o que sugere, que a amostra AH 176 é a que possui material mais humificado, o que se 
traduz num maior conteúdo de compostos aromáticos policondensados e/ou sistemas 
conjugados de estruturas alifáticas insaturadas ((Senesi et al., 1991) citado em (Fuentes et 
al., 2005)) e consequentemente um aumento do tamanho molecular (Chen et al., 2003). A 
presença de grupos funcionais que contenham oxigénio ou azoto podem também desviar a 
fluorescência para comprimentos de onda mais longos pela diminuição das diferenças de 
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energia entre o estado fundamental e o 1º estado excitado. Por outro lado, na amostra AH 
189CBN devem predominar compostos de estrutura simples de baixa aromaticidade, 
principalmente polissacarídeos e compostos proteicos (Santin et al., 2009; Santin et al., 
2008). No que respeita à amostra AH 189CHP, não se considerou na relação por possuir 
diferentes carácteres consoante as intensidades de fluorescência utilizadas no cálculo da 
razão. É contudo necessário ter espírito crítico nestas relações estabelecidas, pois estas não 
consideram intensidades a comprimentos de onda superiores a 470 nm e duas das amostras 
apresentam fluorescência nessa zona, sugerindo a presença de material mais humificado 
(observação previamente efectuada). 
 A pesquisa de grupos azotados nas amostras de AH através desta técnica não foi 
possível devido problemas com a instrumentação utilizada. O sinal atribuído a estruturas 
do tipo proteína, e principalmente aminoácidos aromáticos, deveria situar-se a 280 nm 
(Peuravuori et al., 2002). 
 Tal como no grau de humificação avaliado por espectroscopia de UV-Vis, também 
as razões de IF calculadas foram relacionadas com a taxa de mineralização do N no solo 
(Figura 3.15). O resultado obtido foi semelhante, concluindo-se que a o grau de 
humificação do solo não tem influência sobre a taxa de mineralização do azoto. 
 
 
Figura 3.15: Razões de IF versus taxa de mineralização do N no solo. 
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3.2.5 ESPECTROSCOPIA DE RMN CP-MAS 13C 
Os espectros de RMN das amostras de AH encontram-se na Figura 3.16. Tal como se tinha 
feito relativamente aos resultados de RMN obtidos para as amostras de solo, também agora 
as áreas relativas foram calculadas nos diversos intervalos a considerar (Figura 3.17). 
Através de uma análise imediata dos espectros de RMN das amostras de AH 
extraídos dos solos, é possível verificar que: 
- A ~28 ppm todas as amostras apresentam o seu pico mais intenso; a intensidade 
desse mesmo pico é muito diversificada entre amostras, mas no entanto a área relativa é 
semelhante em três das amostras; 
- A intensidade dos restantes picos é semelhante entre picos (desvios químicos 
diferentes com intensidades semelhantes); 
- A intensidade de cada amostras varia (comparando umas com as outras) de pico 
para pico (apreciação comprovada pelas áreas relativas). 
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Figura 3.16: Espectros de RMN CP-MAS de 13C das amostras de ácidos húmicos. 
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Figura 3.17: Áreas relativas dos intervalos dos espectros de RMN de 13C das amostras de ácidos húmicos. 
 
Como já foi referido, todas as amostras de AH apresentam o seu pico mais intenso 
com um desvio químico de ~28 ppm. AH 189QQ e AH 189CBN possuem picos de 
intensidade semelhante, sendo as amostras cujo pico é menos intenso. No entanto, através 
das áreas relativas é possível verificar que no intervalo de 0 a 45 ppm a amostra AH 
189QQ é bastante diferente das restantes, apresentando as amostras AH 189CHP e AH 176 
áreas relativas semelhantes à da amostra AH 189CBN. Com uma intensidade intermédia, 
encontram-se as amostras AH 189CHP e AH176. A amostra AH 189C tem um pico de 
intensidade elevada para o desvio em causa e a AH 189A apresenta a maior intensidade de 
todas. Através das áreas relativas observa-se que de facto estas amostras são as que 
possuem maior conteúdo de material cujos sinais são detectados para estes desvios. A 
ocorrência de picos entre 0 e 45 ppm é geralmente atribuída a carbonos alifáticos, podendo 
ainda dividir-se esta gama em intervalos mais estreitos, considerando-se o de interesse 
entre 10 e 40 ppm, englobando carbonos alifáticos em cadeias longas [-(CH2)n-] e grupos 
metilo terminais (Adani et al., 2006; Liu et al., 2009). Os sinais a 23 e 29 ppm foram 
atribuídos, respectivamente, a carbonos de grupos metilo terminais e de grupos metileno 
em anéis alifáticos por (Senesi et al., 2003). O desvio a ~30 ppm tem sido atribuído a 
grupos metileno em estruturas lineares [-(CH2)n-] (Adani et al., 2006; Almendros et al., 
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2003; Mao et al., 2008; Mathers et al., 2003; Senesi et al., 2003), as quais Mathers et 
al.(2003) julgam pertencer a estruturas como ceras, lípidos, cutina e resina. 
Ainda na gama de desvios de carbonos alifáticos, quatro das amostras em estudo, 
apresentam um pico a 36 ppm, o que leva a acreditar que pode dever-se a carbonos 
pertencentes a determinado grupo num mesmo tipo de estrutura, provavelmente grupos 
metileno em estruturas lineares. 
O intervalo de 45 a 65 ppm, engloba carbonos ligados por ligações simples a 
átomos de oxigénio ou de azoto, em grupos como o metoxilo e carbonos-α de aminoácidos 
de proteínas (Smernik, 2005). Neste intervalo a amostra que possui maior área relativa é a 
AH 189CHP, seguindo-se a AH 189CBN, sendo a que tem menor área relativa neste 
intervalo a amostra AH 189A. Os AH em estudo apresentam um pico a ~55 ppm, mais 
intenso para AH 189CHP e menos evidenciado para AH 189CBN e AH 176 de modo 
semelhante. Na literatura, vários autores [ex: (Mao et al., 2008; Mathers et al., 2003; Xiaoli 
et al., 2008)] atribuem o desvio a 55-56 ppm ao grupo metoxilo (-OCH3), o qual pode 
dever-se também a carbonos de N-alquilo (Gonzalez Perez et al., 2004; Liu et al., 2009). O 
grupo metoxilo pensa-se que pertença a unidades siringilo e guacilo de unidades estruturais 
de lenhina (Rocha, 2007; Ussiri and Johnson, 2003). Ussiri and Johnson (2003) associaram 
os sinais a 107, 72 e 55 ppm a estruturas de lenhina. Entre 70 e 72 ppm, as amostras do 
estudo apresentam outro sinal que se destaca, o qual normalmente se deve à presença de 
carbonos alifáticos ligados a oxigénio por ligações simples (álcoois e éteres) em hidratos 
de carbono (Almendros et al., 2003; Rocha, 2007; Ussiri and Johnson, 2003; Xiaoli et al., 
2008). É de referir que a amostra AH 189QQ, que nos sinais anteriores apresentava os 
valores (de intensidade) mais baixos, aparenta possuir mais quantidade destas espécies, o 
que se verifica precisamente pela área relativa no intervalo de 65 a 90 ppm; quanto às 
restantes amostras de AH, a intensidade do sinal (e respectiva área relativa) mantém a 
mesma tendência que o pico a ~55 ppm. 
A região alifática “termina” a um desvio químico de 108 ppm. No intervalo de 90 a 
108 ppm as amostras de AH apresentam sinais pouco evidenciados, os quais podem dever-
se a carbonos anoméricos (-OCO-) de hidratos de carbono (Almendros et al., 2003; Mao et 
al., 2008; Smernik, 2005; Ussiri and Johnson, 2003). 
Entre 108 e 140 ppm, gama de desvios atribuída a carbonos aromáticos não 
substituídos ou substituídos em cadeias alifáticas (C=C) (Adani et al., 2006; Almendros et 
al., 2003; Liu et al., 2009; Mao et al., 2008), nota-se a presença de alguns compostos deste 
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tipo, com um máximo de intensidade neste intervalo a 127 ppm. A amostra AH 189QQ é a 
que apresenta mais estruturas deste tipo (tendo em conta a área relativa), seguindo-se a 
AH176, AH 189C, AH 189CHP e AH 189CBN com uma intensidade aproximada e, por 
último AH 189A. 
Nos desvios compreendidos entre 140 e 160 ppm as intensidades são muito baixas 
e, por consequência, as áreas relativas também. 
A 172 ppm as amostras de AH possuem o seu “último” sinal de intensidade 
evidenciada. A maior intensidade do sinal referido é semelhante para as amostras AH 
189C, AH 189CHP e AH 189A, seguindo-se a AH 176, AH 189QQ e novamente com o 
menor dos sinais, a AH 189CBN. Considerando as áreas relativas pode verificar-se que 
mais uma vez a amostra que possui menos grupos alifáticos (AH 189QQ) tem mais 
estruturas nesta região. O pico (172 ppm) encontra-se no intervalo geralmente atribuído a 
carbonos de grupos carbonilo (NCO ou COO) (Liu et al., 2009; Smernik, 2005; Ussiri and 
Johnson, 2003). Grupos amida e éster são geralmente as estruturas às quais pertencem os 
carbonos deste sinal (Adani et al., 2006; Rocha, 2007; Ussiri and Johnson, 2003), no 
entanto, Liu et al. (2009) atribuem o sinal a 174 ppm a grupos carbonilo de proteínas e não 
de lípidos devido a uma pequena cross-correlation entre protões alifáticos a os referidos 
carbonos. 
Na região entre 190 e 230 ppm as amostras apresentam sinais de baixa intensidade, 
os quais se devem à presença de compostos do tipo aldeído, cetona e/ou quinona (Mao et 
al., 2008; Rocha, 2007). 
 Uma vez que se pretende avaliar a influência do azoto dos AH na taxa de 
mineralização do mesmo nos solos, segue-se uma relação entre os intervalos aos quais se 
pode atribuir a presença do azoto e a respectiva taxa de mineralização no solo (Figura 
3.19). De modo a averiguar em que medida os desvios químicos podem dever-se realmente 
a grupos azotados foi calculada a correlação entre a razão C/N das amostras de AH e a 
soma das áreas relativas dos intervalos 45-65 ppm, 140-160 ppm e 160-190 ppm (Figura 
3.18). 
Como se pode observar na Figura 3.18 existe uma tendência para que a soma das 
áreas relativas diminua com o aumento da razão C/N (r=0,8716). Este facto pode reflectir 
que os intervalos considerados se devem mesmo à presença de N, pois uma razão C/N 
maior traduz-se num menor teor de N (e consequentemente menores áreas relativas 
determinadas nos intervalos dos espectros de RMN). Facilmente se verifica que uma das 
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amostras não se relaciona do mesmo modo. Não admitindo essa amostra (AH 189CBN) na 
correlação esta torna-se muito significativa (r=0,986). Deste modo pode aferir-se que a 
amostra AH 189CBN para além dos compostos azotados que dão origem aos sinais nestes 
intervalos possui maior quantidade de outros grupos também responsáveis pelos desvios 
aqui considerados. 
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Figura 3.18: Razão C/N dos AH versus somatório das áreas relativas dos três intervalos que podem 
corresponder à presença de grupos azotados 
 
Pela representação das áreas relativas aos desvios químicos atribuídos a carbonos 
que possam estar acoplados a azoto versus taxa de mineralização do azoto nos solos , 
Figura 3.19, é possível verificar o seguinte: 
- o azoto que se possa encontrar na região entre 45 e 65 ppm não deve influenciar a 
taxa de mineralização; r2=0,0109; 
- os grupos funcionais responsáveis pelo sinal entre 140 e 160 ppm (carbonos 
aromáticos ligados a oxigénio ou azoto) podem explicar a taxa de mineralização do azoto; 
r
2
=0,8449; 
- a existência de grupos amida (uma das atribuições a que se devem os desvios 
químicos entre 160 e 190 ppm) tem alguma influencia na taxa de mineralização; r2=0,6167. 
Estes resultados permitem assim aferir que os grupos em que se encontra o azoto 
nos AH com os quais a taxa de mineralização de azoto se relaciona são essencialmente 
aromáticos mas também grupos amida (-CO-NH2). 
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Figura 3.19: Relação entre desvios químicos de grupos que possam conter azoto e a taxa de mineralização do 
mesmo. 
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4 CONCLUSÕES GERAIS 
Com este trabalho pretendia-se estudar em que medida os ácidos húmicos poderiam 
influenciar a taxa de mineralização do azoto em solos florestais. Para determinar da taxa de 
mineralização do N está a ser estudada a implementação de um modelo que a permita 
calcular a partir da medição de poucos parâmetros. Deste modo torna-se importante 
conhecer as variáveis que podem interferir nessa determinação. Os AH são uma fracção da 
matéria orgânica existente no solo e sabia-se à priori (do estudo desenvolvido neste 
trabalho) que esta se correlacionava parcialmente com a taxa de mineralização do N nos 
referidos solos. 
 Embora entre a MO e a taxa de mineralização do N no solo não exista uma 
correlação significativa esta poderia ocorrer com a sua qualidade (da MO). Pelo estudo 
espectroscópico (por espectrometria de RMN de 13C) das amostras de solo verificou-se 
mais ma vez que a MO e, particularmente os possíveis grupos azotados nela presentes, não 
se correlaciona com a taxa de mineralização do N no solo. 
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 Os solos em estudo possuem teores diferentes de AH. Através da representação 
gráfica do teor de AH versus taxa de mineralização do N no solo verificou-se uma 
correlação de 0,9446. Este resultado leva-nos a acreditar que os AH, ou seja, uma fracção 
específica da MOS, podem ser um dos factores determinantes a ter em conta quando se 
pretende estudar a taxa de mineralização do N em solos florestais. 
 Embora a razão C/N seja considerada como um dos principais factores que afectam 
a mineralização do solo, não se verificou que a razão C/N dos AH tenha influência sobre a 
mesma. 
 Através dos resultados obtidos por espectrometria de UV-Vis e de fluorescência de 
AH são comummente calculadas razões como medidas do grau de humificação. No 
entanto, o grau de humificação das amostras calculado através dos diferentes métodos 
espectroscópicos conduziu a resultados distintos. Independentemente da concordância 
entre o grau de humificação determinado por uma ou outra técnica, verificou-se que o 
mesmo não é um factor que influencie a taxa de mineralização do azoto. Deste modo pode 
aferir-se que material mais humificado e consequentemente menos susceptível de sofrer 
degradação não é um factor que influencie a mineralização de azoto no solo. 
 Ao nível da caracterização dos AH a espectrometria de RMN de 13C foi a que 
permitiu determinar quais os grupos azotados dos AH que podem afectar a taxa de 
mineralização do N no solo. É de notar que as atribuições por RMN não são inequívocas, 
podendo dever-se determinado sinal a mais do que um grupo funcional. No entanto 
verificou-se que dos intervalos de desvios químicos cujos sinais se possam dever à 
presença de azoto: 
 - O azoto ligado por ligações simples a carbonos não tem influência sobre a taxa de 
mineralização do N no solo; 
 - O azoto ligado a carbonos aromáticos pode explicar a taxa de mineralização do N 
no solo (r2=0,8449), sendo que um maior teor deste tipo de estruturas contribui 
positivamente para que ocorra mineralização do azoto no solo; 
 - O azoto de grupos amida tem alguma influência na taxa de mineralização. 
CONCLUSÕES GERAIS 
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 Embora a caracterização dos AH seja relativamente ambígua, foi possível aferirem-
se algumas características desta fracção da MOS que pode ser determinante na taxa de 
mineralização do N em solos florestais 
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